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En nuestro país y, en general, en los países industrializados, los problemas de 
fertilidad son cada vez más frecuentes y actualmente se estima que entre un 15-
20% de las parejas en edad reproductiva tienen problemas para concebir de 
manera natural. El factor masculino es responsable de aproximadamente el 40% 
de los casos de infertilidad.  
 
Como consecuencia de este incremento en los niveles de infertilidad, en los 
últimos años se han producido avances muy importantes en la medicina 
reproductiva y se han desarrollado una gran variedad de técnicas de 
reproducción asistida, pero aún queda mucho camino por recorrer. En relación a 
la infertilidad masculina, la prueba inicial en las clínicas de reproducción asistida 
es el seminograma, que resulta de gran utilidad para el diagnóstico de problemas 
como la azoospermia, la teratozoospermia o la astenozoospermia, pero presenta 
limitaciones en otros aspectos de diferenciación de la calidad del semen entre 
varones fértiles y subfértiles. En este contexto, el estudio de la fisiología de todos 
los tipos celulares que intervienen en la función reproductiva es de vital 
importancia para identificar las causas de la creciente infertilidad y encontrar 
nuevas soluciones para este problema.  
 
En el caso de los espermatozoides, tras la eyaculación y durante el período de 
tiempo que residen en el tracto genital femenino, sufren una serie de 
modificaciones morfológicas y funcionales que conducen a la capacitación, 
cambios en la motilidad, unión al ovocito y la reacción acrosómica. Estos cambios 
moleculares, imprescindibles para la formación de espermatozoides con 
capacidad de fecundar al ovocito, se inician en la superficie de la célula y se 
necesitan estudios más profundos para establecer la naturaleza precisa de los 
receptores y canales iónicos activados primaria y secuencialmente en la 
membrana plasmática.  
 
El objetivo de la presente Tesis ha sido analizar la presencia y función del sistema 
de las taquicininas y la kisspeptina en el espermatozoide humano. Las 
taquicininas constituyen una familia de péptidos bioactivos cuyos principales 
miembros son la sustancia P (SP), la neurocinina A (NKA), la neurocinina B (NKB) 
y la hemocinina-1 (HK-1). Los efectos de estos péptidos en las células están 
mediados por receptores específicos de membrana, denominados NK1, NK2 y 
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NK3, que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas G. Las 
evidencias acumuladas durante los últimos años, tanto por otros grupos de 
investigación como por el nuestro, sugerían la implicación de las taquicininas en 
las funciones de reproducción, actuando tanto a nivel central (eje hipotálamo-
hipofisario) como a nivel periférico, sobre el tracto reproductor. Estos datos han 
sido confirmados recientemente, al demostrarse la asociación entre el 
hipogonadismo hipogonadotrófico humano y la existencia de mutaciones en los 
genes que codifican la NKB y el receptor NK3. A nivel hipotalámico, la NKB se 
expresa en la misma población de neuronas que la kisspeptina, un neuropéptido 
que, actuando sobre su receptor KISS1R, juega un papel crucial en el control de 
la reproducción, ya que regula la liberación pulsátil de la hormona liberadora de 
gonadotropinas (GnRH) y, por tanto, la liberación de las hormonas hipofisarias LH 
y FSH. Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre los efectos de la 
kisspeptina a nivel periférico. 
 
El descubrimiento de la presencia de las taquicininas y la kisspeptina en los 
espermatozoides de una forma funcionalmente activa supone un avance en el 
camino hacia la comprensión del comportamiento de un espermatozoide humano 
durante su viaje por el tracto femenino.  
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1. PROCESO DE FORMACIÓN DEL 
ESPERMATOZOIDE: ESPERMATOGÉNESIS 
 
 
 
La producción de los gametos haploides masculinos tiene lugar en el 
interior de los testículos en un proceso de diferenciación celular generado a partir 
de las CGP denominado espermatogénesis. Las CGP se forman durante el 
desarrollo embrionario temprano en la región posterior del epiblasto, justo en la 
zona de unión del ectodermo extraembrionario, el epiblasto, la línea primitiva y el 
alantoides (Clark y Eddy, 1975; Lawson et al., 1999; Ying et al., 2000). Desde 
este punto, migran directamente hacia el mesodermo intermedio ingresando en 
las crestas genitales donde se multiplican mitóticamente hasta colonizar las 
gónadas en desarrollo (Bendel-Stenzel et al., 2000; Hogan, 2002). Las porciones 
ventrales de los rudimentos de la gónada están formadas por el epitelio de la 
cresta genital, que prolifera hacia el tejido conectivo laxo mesenquimático 
formando los cordones sexuales. Es ahí donde migran las CGP, quedando 
rodeadas por estos cordones. Hasta este punto, el desarrollo gonadal y de 
migración de las CGP es idéntico en machos y hembras. Sin embargo, alrededor 
de la octava semana de desarrollo, si se activa el gen SRY del cromosoma Y 
masculino, estos cordones siguen proliferando y extendiéndose profundamente 
hasta formar una red de cordones sexuales internos denominada rete testis. 
Estos cordones, que ya podemos llamar cordones testiculares, pierden el 
contacto con el epitelio a partir del cual se originaron y se separan de éste por 
medio de una amplia matriz llamada túnica albugínea. En este momento, las CGP 
que han colonizado los cordones testiculares no podrán iniciar la meiosis que 
dará lugar a los futuros espermatozoides hasta la pubertad (Langman, 1981; 
McLaren y Southee, 1997; Gilbert, 2003). Durante este tiempo, las células del 
cordón se diferencian a células de Sertoli, que proporcionarán el sustento 
necesario para la espermatogénesis (ver apartado 1.3, Adams y McLaren, 2002). 
Al llegar a la pubertad, estos cordones se ahuecan para formar los túbulos 
seminíferos, donde finalmente se llevará a cabo la espermatogénesis. La luz de 
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todos los túbulos seminíferos de la rete testis desemboca en los conductos 
deferentes y en el epidídimo, que proviene del conducto de Wolff. Las células 
mesenquimáticas que quedan encerradas durante la formación del testículo se 
diferenciarán a células de Leydig, que juegan un papel esencial en el control 
endocrino de la espermatogénesis (Figura 1) (Dym, 1994). 
 
 
 
Las CGP, al llegar al testículo fetal, se dividen mitóticamente para formar 
las espermatogonias tipo A, las cuales se disponen sobre las células de Sertoli 
quedando íntimamente ligadas a la membrana basal de los túbulos seminíferos. 
Al entrar en la pubertad y producirse el aumento de producción de las hormonas 
gonadotrópicas, los testículos descienden del abdomen a la bolsa escrotal, donde 
se encontrarán a unos 34ºC, temperatura adecuada para llevar a cabo la 
espermatogénesis. Este hecho se debe tanto a la localización extracorporal de las 
gónadas como a la función del plexo campaniforme, sistema vascular compuesto 
por una red de venas que enfrían la sangre al entrar en el escroto. Cualquier 
eventualidad que altere estas condiciones de temperatura, como puede ser el 
descenso tardío de los testículos o el varicocele (presencia de varices en las 
válvulas de estas venas), pueden producir infertilidad masculina. Bajo estas 
nuevas condiciones, las espermatogonias tipo A tienen dos comportamientos: 
dividirse formando nuevas espermatogonias tipo A, autorrenovando y 
manteniendo la población de células madre adultas; o diferenciarse en 
espermatogonias tipo B, que ya son competentes para entrar en meiosis. 
Previamente a la entrada en este proceso de reducción cromosómica, las 
espermatogonias tipo B sufren varias mitosis. Todos estos procesos, que 
constituyen la fase proliferativa de la espermatogénesis, se llevan a cabo en las 
cercanías de la membrana basal del túbulo seminífero, que es el lugar más rico 
en nutrientes de esta estructura testicular. 
En el caso de las espermatogonias tipo B, tras la entrada en meiosis 
abandonan la membrana basal del túbulo seminífero y empiezan a adentrarse en 
el mismo atravesando la barrera hemato-testicular, formada por diversas uniones 
célula-célula entre proyecciones citoplasmáticas de células de Sertoli adyacentes 
(Johnson y Boekelheide, 2002). Esta barrera semipermeable impide que las 
células del sistema inmune entren en el lumen del túbulo seminífero, creando un 
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ambiente privilegiado desde el punto de vista inmunológico. Las espermatogonias 
tipo B que comienzan a realizar la primera división meiótica son denominadas 
espermatocitos primarios. Tras esta primera división, se originan un par de 
espermatocitos secundarios, que completan la segunda división meiótica, 
generándose cuatro células haploides que se denominan espermátidas (Figura 
1). Hasta este punto, todas las divisiones que se han llevado a cabo, tanto 
mitóticas como meióticas, no sufren una citocinesis completa, sino que, en su 
lugar, todas las células forman un sincitio por el cual se comunican unas con 
otras a través de puentes citoplasmáticos (Dym y Fawcett, 1971). De este modo, 
las espermátidas son haploides pero son funcionalmente diploides ya que los 
productos génicos producidos por una célula difunden por estos puentes 
afectando a todas sus vecinas (Braun et al., 1989). 
Tras la fase meiótica de la espermatogénesis, las espermátidas sufren 
una maduración morfológica y molecular muy compleja para convertirse en 
espermatozoides, en un proceso denominado espermiogénesis. Entre estas 
modificaciones destaca la construcción del acrosoma a partir del aparato de Golgi 
(Moreno et al., 2000), la formación del axonema espermático a partir del cual se 
generará el flagelo (Oko, 1998), la hipercondensación del material genético con 
sustitución de las histonas por protaminas, causando la paralización completa de 
la transcripción (Meistrich et al., 2003), la reorganización mitocondrial alrededor 
de la pieza media del futuro espermatozoide (Cataldo et al., 1996) y la 
eliminación del citoplasma sobrante del espermatozoide en forma de gota 
citoplasmática, que es reabsorbida por las células de Sertoli adyacentes (Oko et 
al., 1993). Este último suceso está relacionado con la liberación de los 
espermatozoides de las células de Sertoli, a las que han estado íntimamente 
ligados durante todo el proceso, dirigiéndose hacia la luz del túbulo seminífero, 
desde la cual llegarán hasta la rete testis (Guraya, 1995). Una vez liberados a la 
luz del túbulo, son conducidos hasta el epidídimo, donde seguirán madurando y 
adquiriendo características esenciales para adquirir la capacidad fecundante. 
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Figura 1: Esquema del desarrollo de la espermatogénesis en un túbulo 
seminífero (modificado de Rolland et al., 2008). 
 
 
 
Una correcta espermatogénesis requiere una compleja interacción entre 
los elementos estructurales del testículo y el sistema endocrino. La puesta en 
marcha y el subsiguiente mantenimiento de la función testicular depende de la 
adecuada regulación del eje hipotálamo-hipofisario a través de la adecuada 
secreción pulsátil de la GnRH por parte del hipotálamo, que a su vez determina la 
liberación pulsátil de las gonadotropinas hipofisarias, FSH y LH, hacia el torrente 
sanguíneo, desde donde alcanzan el testículo. En los hombres, el receptor de FSH 
se expresa en las células de Sertoli (Rannikki et al., 1995) mientras que el 
receptor de LH lo hace en las células de Leydig (Lei et al., 2001). La acción de la 
FSH sobre las células de Sertoli hace que éstas produzcan numerosas proteínas 
clave para la espermatogénesis, principalmente la ABP (Tindall et al., 1978). De 
manera complementaria, la LH actúa sobre las células de Leydig provocando en 
ellas la síntesis de testosterona a partir del colesterol (Waterman y Keeney, 
1992). La testosterona es liberada al torrente sanguíneo para que llegue a sus 
órganos y células diana, principalmente las células de Sertoli, donde la síntesis 
de ABP gracias a la FSH provoca una elevada concentración de testosterona 
intratubular indispensable para llevar a cabo la espermatogénesis (Varma et al., 
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1988). De todos modos, aún no están del todo claros los mecanismos de 
actuación de la interacción testosterona-ABP en las células de Sertoli que se 
traducen en una correcta espermatogénesis (McLachlan, 2000; Holdcraft y 
Braun, 2004). 
El testículo por su parte, ejerce una retroalimentación negativa sobre la 
producción de FSH y LH. Este mecanismo de regulación negativa tiene como 
diana principal el hipotálamo, pero no actúa directamente sobre las neuronas 
productoras de GnRH, sino sobre otros grupos neuronales sensibles a hormonas 
esteroideas que proyectan sobre las neuronas secretoras pulsátiles de GnRH 
(Swerdloff et al., 1992). Además, existe un regulador negativo producido en el 
testículo y que actúa a nivel hipofisario, la inhibina B (Anawalt et al., 1996). 
Las deficiencias en el eje hipotálamo-hipofisario que conducen a 
deficiencias en la liberación de FSH y LH, y en consecuencia a bajos niveles de 
testosterona y a deficiencias en la espermatogénesis se engloban en una 
patología llamada hipogonadismo hipogonadotropo. Este síndrome puede tener 
numerosos orígenes: anatómico, funcional, genético o idiopático (Spratt et al., 
1987). Estos desórdenes se pueden tratar con la administración de hCG (Vicari et 
al., 1992) o de FSH (Jockenhövel et al., 1990). 
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2. BIOLOGÍA DEL ESPERMATOZOIDE 
 
 
 
El espermatozoide es una célula altamente especializada y por ello tiene 
una elevada polarización, presentando dos partes claramente diferenciadas: la 
cabeza y la cola (Figura 2). Ambas zonas están unidas mediante el cuello, sitio de 
articulación entre la cabeza y la cola que contiene los centriolos espermáticos y la 
pieza de conexión. Durante la espermatogénesis el centriolo distal origina el 
axonema del flagelo mientras que el centriolo proximal migra hasta el polo caudal 
del núcleo, uniéndose a él. Alrededor del par de centriolos se ensambla una 
estructura muy compleja, la pieza de conexión, formada por un cilindro de 
proteínas densas de nueve columnas longitudinales de tubulina cerradas por el 
capitulum, que se articula con el núcleo espermático (Figura 3) (Chemes et al., 
1999; Chemes y Álvarez-Sedo, 2012). 
Cabeza 
La cabeza contiene tanto las estructuras necesarias para atravesar las 
capas de células y de glicoproteínas que rodean al ovocito como el material 
genético que dará lugar al pronúcleo masculino del futuro embrión. Para ello, 
presenta una polarización funcional, ya que en su extremo más apical 
encontramos una gran vesícula llamada acrosoma y en la región posterior 
aparece el núcleo haploide. Ambos componentes se encuentran rodeados por un 
escaso citoplasma. 
 Acrosoma: organela subcelular repleta de enzimas líticas y de 
proteínas de unión a la zona pelúcida del ovocito (Okabe, 
2013). La exocitosis de esta vesícula, proceso conocido como 
reacción acrosómica, se produce en las inmediaciones del 
ovocito para favorecer la penetración del espermatozoide a 
través de las células de la granulosa que lo rodean y la unión a 
la zona pelúcida y es un paso esencial y necesario para que se 
produzca una correcta fecundación (Jamil y White, 1981; 
Harper et al., 2006; Harper et al., 2008; Yanagimachi, 2011). 
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 Núcleo: localizado en la región post-acrosomal, se encuentra 
envuelto por la membrana nuclear y contiene el ADN haploide 
del espermatozoide altamente empaquetado para minimizar el 
espacio que ocupa. Este hecho se produce gracias a la 
sustitución de histonas por protaminas (Rathke et al., 2014). 
El alto grado de empaquetamiento del material genético 
espermático implica que son células en las que no se produce  
transcripción ni traducción y que los espermatozoides deben 
llegar a cumplir el objetivo de la fecundación del ovocito sin 
renovación de las proteínas sintetizadas durante la 
espermatogénesis. Sin embargo, determinados estudios han 
puesto de manifiesto que los espermatozoides poseen un 
remanente de ARNm en su interior, cuya función no está aún 
definida, aunque hay indicios que apuntan a que pudieran ser 
traducidos en ribosomas mitocondriales o citoplasmáticos 
(Wykes et al., 1997; Ostermeier et al., 2004; Gur y Breitbart, 
2006; García-Herrero et al., 2010; Capallo-Obermann et al., 
2011). 
La cabeza espermática está rodeada por una membrana plasmática con 
numerosos microdominios, siendo importante destacar la existencia de un 
segmento ecuatorial que separa acrosoma y núcleo y que es esencial para el 
reconocimiento del ovocito. 
Cola 
La cola o flagelo tiene todas las estructuras necesarias para otorgar 
movilidad al espermatozoide. Se divide en tres partes: 
 Pieza media: está formada por el axonema y por la extensión 
proximal de las nueve columnas de fibras densas que 
constituyen la pieza de conexión rodeada de mitocondrias. Las 
22-75 mitocondrias que se mantienen en el espermatozoide y 
no son eliminadas en los cuerpos residuales durante la 
espermiogénesis se anclan a estructuras tubulares 
helicoidales que se disponen en el exterior de las nueve fibras 
densas (Figura 3) (Otani et al., 1988; Ho y Wey, 2007; Amaral 
et al., 2013). Esta es una de las fuentes de ATP que 
Introducción general 
14 
 
proporciona la energía necesaria para que el espermatozoide 
pueda moverse (Ferramosca y Zara, 2014). 
 Pieza principal: es el segmento más largo de la cola, la 
extensión del axonema rodeada a su vez de dos columnas de 
fibras membranosas (Figura 3). Esta estructura de 9 + 2 está 
unida a una multitud de proteínas conformando una red 
proteica. De entre todas ellas, las más importantes son las 
dineínas, que son ATPasas que usan la energía química de la 
ruptura del ATP generado en la pieza media para provocar el 
deslizamiento entre microtúbulos y dineína. Esto produce el 
batido flagelar que da lugar al movimiento ondulatorio 
característico del espermatozoide (Inaba, 2003). Asociada a 
las fibras membranosas del flagelo se ha descrito la presencia 
de una gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa específica de 
espermatozoides capaz de obtener ATP a través de la vía 
glicolítica (Bunch et al., 1998; Miki et al., 2004). 
 Pieza final: corresponde a la última fracción, muy corta, de la 
cola, constituida solo por el axonema. 
 
Figura 2: Esquema de las partes del espermatozoide (modificado de Gadella 
et al., 2008). 
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Figura 3: Micrografía electrónica del flagelo espermático de ratón 
(modificado de Ho y Suárez, 2001a). (A) Sección longitudinal de la 
inserción de la pieza media y la pieza principal donde se visualiza el 
axonema en el núcleo del flagelo. (B) Sección transversal de la pieza 
media donde el axonema está rodeado de las fibras densas y mitocondrias 
(M). (C) Sección transversal de la pieza principal del flagelo donde el 
axonema está rodeado de las fibras membranosas (FM). (D) Sección 
transversal del axonema. Barra: 200 nm.  
 
 
 
Dentro del epidídimo humano, los espermatozoides son inmóviles, no 
porque el fluido sea muy viscoso (Turner y Reich, 1985), sino por la concentración 
de los diferentes iones en el medio, que se traduce, entre otras cosas, en un pH 
bajo (Carr et al., 1985). La movilidad de los espermatozoides se activa, una vez 
son eyaculados en el interior del tracto reproductor femenino, en determinados 
fluidos fisiológicos o en medios de cultivo específicamente diseñados. Aun así, los 
espermatozoides obtenidos de biopsias testiculares llegan a ser móviles tras una 
adecuada incubación in vitro (Emiliani et al., 2000). 
La movilidad activada observada en un eyaculado se caracteriza por un 
batido flagelar simétrico y de baja amplitud de onda que hace que el 
espermatozoide adquiera una trayectoria más o menos rectilínea en un medio 
poco viscoso como es el plasma seminal, lo que le permite avanzar en su largo 
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camino por el tracto reproductor femenino (Darszon et al., 2006a; Turner, 2006). 
Los espermatozoides que carecen de esta movilidad son incapaces de alcanzar la 
unión útero-tubal del aparato reproductor femenino y, por tanto, de lograr una 
fecundación in vivo (Gaddum-Rosse, 1981). Este tipo de movilidad activada es 
diferente de la movilidad hiperactiva que desarrollan posteriormente los 
espermatozoides y de la que hablaremos más adelante. 
Los estudios de la movilidad espermática se han llevado a cabo a través 
de dos estrategias:  
1. Los sistemas computerizados de análisis de semen, también 
llamados CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer). La 
videomicrografía a alta velocidad ha ayudado a cuantificar 
determinados parámetros como el porcentaje de 
espermatozoides móviles, la frecuencia de batido flagelar o la 
amplitud de la onda descrita por el flagelo durante su 
movimiento. La mayoría de estos sistemas desarrollados para 
estudiar la movilidad de los espermatozoides de mamíferos 
están diseñados para seguir el movimiento de la cabeza y no del 
flagelo. Es por ello que muchos de los parámetros que se 
analizan, como la velocidad lineal y curvilínea, la linealidad de la 
trayectoria o la amplitud del desplazamiento de la cabeza, están 
más relacionados con la trayectoria celular que con el desarrollo 
de la actividad flagelar. Aun así, la información que podemos 
obtener de la movilidad espermática con estos sistemas es muy 
valiosa (Mortimer, 2000). 
2. La eliminación parcial de la membrana plasmática de los 
espermatozoides con un detergente, normalmente Tritón X-100. 
Este modelo experimental permite sortear la impermeabilidad de 
la membrana plasmática, por lo que la adición de inhibidores, 
activadores o segundos mensajeros que puedan estar 
involucrados en la movilidad espermática tendrán acceso directo 
al axonema flagelar (Brokaw, 1975; De Lamirande y Gagnon, 
1989). Con esta metodología se puso de manifiesto el papel de 
determinadas proteínas del axonema en el mantenimiento de la 
movilidad gracias al uso de determinados anticuerpos 
específicos que podían acceder hasta sus correspondientes 
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epítopos bloqueando su función (Gagnon et al., 1994; Gagnon et 
al., 1996; Gingras et al., 1996; Gingras et al., 1998). 
Uno de los iones más importantes para que el espermatozoide comience 
a moverse es el ion HCO3- (Okamura et al., 1985; Garty y Salomon, 1987). Los 
espermatozoides de ratón procedentes del epidídimo caudal tienen una baja 
movilidad ya que están rodeados de un medio carente de HCO3-. La adición de 
HCO3- a estos espermatozoides induce un rápido incremento en la frecuencia del 
batido flagelar (Si y Okuno, 1999; Wennemuth et al., 2003a). La concentración de 
HCO3- es baja en el epidídimo, en torno a 3 mM, mientras en los fluidos 
corporales, como los que se encontrarán los espermatozoides en el tracto 
reproductor femenino es más elevada, alrededor de 30 mM (Levine y Marsh, 
1971; Rodríguez-Martínez et al., 1990). A nivel celular, el HCO3- facilita la apertura 
de canales Cav y activa de forma directa a la adenil ciclasa soluble atípica 
espermática (Chen et al., 2000; Wennemuth et al., 2000; Wuttke et al., 2001; 
Jaiswal y Conti, 2003; Litvin et al., 2003). El resultado es el aumento intracelular 
de AMPc y Ca2+, los mensajeros secundarios más importantes en el inicio y 
mantenimiento de la movilidad espermática. 
La influencia del Ca2+ en la movilidad espermática se pone de manifiesto 
en experimentos con espermatozoides demembranados que se exponen a 
concentraciones crecientes de dicho ion. Se observa cómo la frecuencia de 
batido flagelar va aumentando con el aumento de concentración de Ca2+, pero 
concentraciones muy altas de dicho ion inhiben la movilidad del flagelo (Brokaw, 
1979; Tash y Means, 1983). El aumento de [Ca2+]i puede originarse por la 
liberación del mismo desde los depósitos intracelulares donde se almacena o a 
partir de la apertura de determinados canales de Ca2+ que permiten la entrada 
del Ca2+ extracelular. Varios Cav se localizan en los espermatozoides y su 
actividad se ha evidenciado en células espermatogénicas tardías y en los propios 
espermatozoides maduros (Benoff, 1998; Wennemuth et al., 2000). Por ejemplo, 
Cav1.2, 2.1 y 2.3 se localizan en la pieza proximal del flagelo (Westenbroek y 
Babcock, 1999), al igual que la subunidad auxiliar β3 (Serrano et al., 1999). Sin 
embargo, los ratones knockout para el gen Cav2.3 son fértiles (Sakata et al., 
2002). Además, otras tres subunidades Cav3 tipo T se sitúan en el flagelo en 
espermatozoides de ratón y humano (Treviño et al., 2004). También se han 
encontrado en el flagelo espermático determinados canales de Ca2+ que se abren 
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en respuesta a nucleótidos cíclicos, principalmente GMPc (Wiesner et al., 1998) y 
algunos canales de potencial transitorio (TRP) que pueden ser responsables de la 
entrada de Ca2+ extracelular, indispensable para la activación y mantenimiento 
de la movilidad espermática (Castellano et al., 2003). De todos modos, los 
canales de Ca2+ más importantes en el espermatozoide son los que pertenecen a 
la familia de los Catspers (CatSpers 1-4), pero su función parece ser más 
importante en la movilidad hiperactiva que en la activa (Qi et al., 2007). 
Como hemos comentado anteriormente, el AMPc se origina tras la 
activación de la adenil ciclasa soluble atípica espermática (Espósito et al., 2004; 
Hess et al., 2005). A pesar de su nombre, parece que una parte de esta enzima 
presente en el espermatozoide está asociada a la membrana y localizada en 
determinados microdominios discretos del flagelo (Hess et al., 2005). Aunque la 
adenil ciclasa del espermatozoide tiene muchas similitudes con la descrita en 
testículo, ya que es una modificación postraduccional de la misma que se activa 
también por HCO3- (Buck et al., 1999), y presenta una actividad 20 veces mayor 
en presencia de Mn2+ que en presencia de Mg2+, característica de la adenil 
ciclasa soluble, no podemos descartar el papel de la adenil ciclasa 
transmembrana en el aumento de la concentración intracelular del AMPc, ya que 
en espermatozoides de mamíferos encontramos nueve de sus isoformos, siendo 
los isoformos 2, 3 y 8 los que mayor señal presentan por inmunofluorescencia. Su 
actividad también se ha puesto de manifiesto con el aumento de la producción de 
AMPc en espermatozoides tratados con forskolina y fluoruro, agonistas de la 
adenil ciclasa transmembrana (Baxendale y Fraser, 2003; Fraser et al., 2005; 
Wertheimer et al., 2013). Además, dicha actividad está regulada por receptores 
acoplados a proteínas G, como los receptores de adenosina o de calcitonina, 
entre otros (Adeoya-Osiguwa y Fraser, 2002; Adeoya-Osiguwa y Fraser, 2003; 
Adeoya-Osiguwa et al., 2006; Spehr et al., 2006). Del mismo modo, en los 
espermatozoides se han encontrado subunidades Gα tanto inhibidoras como 
estimuladoras de la adenil ciclasa transmembrana (Fraser et al., 2003; Spehr et 
al., 2004). A pesar de todo ello, los ratones knockout para la adenil ciclasa 
soluble que solo dispondrían de la adenil ciclasa transmembrana no producen 
AMPc en sus espermatozoides. Este hecho no descarta la posible función de la 
adenil ciclasa transmembrana en espermatozoides ya que puede que su 
activación necesite de algunos eventos anteriores que sean dependientes de la 
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creación de AMPc por parte de la adenil ciclasa soluble dependiente de HCO3- (Xie 
et al., 2006). 
La acción del AMPc en la movilidad de los espermatozoides se debe a la 
activación de la PKA dependiente de AMPc. La PKA es una quinasa compuesta 
por dos subunidades reguladoras y dos subunidades catalíticas que transfiere 
grupos fosfato terminales del ATP a residuos de serina y treonina de los sustratos 
proteicos, regulando la activación o inhibición de los mismos. Es por ello que en 
espermatozoides demembranados, la movilidad se reactiva al añadir AMPc y ATP 
(San Agustín y Witman, 1994). Del mismo modo, el uso de H89, inhibidor de la 
PKA, bloquea la acción del AMPc sobre la movilidad espermática (Holt y Harrison, 
2002; Wennemuth et al., 2003a). Además, en ratones, la deleción del isoformo 
específico de espermatozoide de la subunidad catalítica C de la PKA que se 
expresa en el espermatozoide provoca problemas de fertilidad relacionados con 
una baja movilidad espermática (Skalhegg et al., 2002). La PKA en 
espermatozoides solo se localiza en el flagelo (Baker et al., 2013; Wertheimer et 
al., 2013). Las subunidades reguladoras I y II de la misma aparecen en las fibras 
membranosas de los espermatozoides de mamíferos (Vijayaraghavan et al., 
1997a; Vijayaraghavan et al., 1997b) junto con la subunidad catalítica, que 
también aparece unida a las fibras densas externas (Moos et al., 1998). Esta 
compartimentalización se consigue gracias a las AKAP (Johnson et al., 1997). La 
unión PKA-AKAP es indispensable para el desarrollo de la movilidad espermática, 
como se demuestra con determinados péptidos sintéticos, como S-Ht31, que 
bloquean esta unión y también la movilidad de los espermatozoides 
(Vijayaraghavan et al., 1997a). Por tanto, las dianas que fosforila la PKA 
espermática en residuos de serina y treonina se encuentran principalmente en el 
flagelo. Entre ellas destacan múltiples quinasas de residuos de tirosina, que se 
activarán y fosforilarán en estos residuos a otras proteínas del flagelo 
relacionadas con la movilidad (Leclerc et al., 1996). La PKA también fosforila 
proteínas directamente implicadas en la movilidad, como la dineína del axonema 
(Tash et al., 1986; Tash, 1989; Tash y Bracho, 1998; Fujinoki et al., 2003; 
Fujinoki et al., 2004; Harrison, 2004). Aun así, no se ha realizado la identificación 
de todas las proteínas fosforiladas por la PKA espermática dependiente de AMPc 
e, igualmente, sus respectivas funciones no están del todo descritas. 
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La cinética de la respuesta de la adenil ciclasa espermática al HCO3- es 
extremadamente rápida. El AMPc alcanza su máximo a los 60 segundos de ser 
activada y el incremento en la fosforilación de proteínas dependiente de PKA 
comienza a los 90 segundos (Harrison y Miller, 2000; Harrison, 2004). Los 
niveles de AMPc caen tras el pico inicial y vuelven a subir más lentamente 
aproximadamente a los 7 minutos de la activación inicial de la adenil ciclasa. Las 
fosforilaciones dependientes de PKA siguen un curso temporal similar. Este tipo 
de respuesta al HCO3- en dos pulsos puede deberse a un mecanismo de 
retroalimentación en el que la PKA fosforile y active a las enzimas responsables 
de degradar el AMPc, las PDEs, modulando de este modo su actividad (Hanoune y 
Defer, 2001; Mehats et al., 2002). Sin embargo, la segunda oleada de AMPc 
parece no estar regulada de este modo y presenta una cinética de respuesta 
mantenida al HCO3-. El AMPc disponible es un reflejo del balance entre el AMPc 
sintetizado por las ciclasas y su rotura metabólica en 5’-AMP por la acción de las 
PDEs. Con el uso de anticuerpos específicos se han identificado en 
espermatozoides de ratón las PDE 1, 4, 6, 8, 10 y 11. La PDE 1A se encuentra 
principalmente en el flagelo, la PDE 11A en la región acrosomal y las PDE 4A y 
10A en ambas regiones (Baxendale y Fraser, 2005). Determinados estudios 
farmacológicos han demostrado que las PDEs son funcionales en el 
espermatozoide. El uso de inhibidores de la PDE 1 estimula la reacción 
acrosómica y causa un aumento de los niveles de AMPc. El uso de inhibidores de 
la PDE 4 provoca también un incremento de los niveles de AMPc y una 
aceleración de la capacitación (Fisch et al., 1998; Lefievre et al., 2002; 
Baxendale y Fraser, 2005). 
No solo la PKA está directamente implicada en el inicio y mantenimiento 
de la movilidad espermática, sino que otras quinasas también participan en la 
regulación de esta función. Por ejemplo, la PKC se localiza en el segmento 
ecuatorial y en la pieza principal del flagelo y al ser activada con forbol acetato 
miristato se produce un aumento de movilidad, mientras que la esfingosina, la 
estaurosporina o el H-7 bloquean esta ruta y a su vez la movilidad espermática 
(Rotem et al., 1990a; White et al., 2007). Determinados elementos de la ruta de 
señalización de la ERK también están presentes en los espermatozoides y 
parecen estar involucrados en la adquisición de la movilidad espermática (Lu et 
al., 1999). 
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Las fosfatasas de serina y treonina equilibran la acción de las quinasas de 
serina y treonina. Determinados inhibidores de las proteínas fosfatasas, como la 
caliculina o el ácido okadaico, potencian el efecto de aumento de movilidad del 
AMPc (Leclerc et al., 1996). La proteína fosfatasa tipo 1γ2 es una de las más 
importantes ya que se encuentra en altos niveles en muestras de 
espermatozoides inmóviles de primates y su inhibición específica provoca el inicio 
de la movilidad de los espermatozoides epididimarios bovinos (Smith et al., 1996; 
Vijayaraghavan et al., 1996). Además, la actividad de esta fosfatasa 1γ2 
desciende durante la maduración en el epidídimo, a la vez que aumenta 
progresivamente la movilidad de los espermatozoides (Huang y Vijayaraghavan, 
2004). 
Por último, la eliminación de determinados factores presentes en el 
plasma seminal es esencial para la activación de la movilidad en 
espermatozoides. La presencia de Zn2+ a nivel flagelar se relaciona 
negativamente con la movilidad espermática humana (Henkel et al., 2003; 
Eickhoff et al., 2004). Las semenogelinas I y II son las principales proteínas 
presentes en los coágulos del semen humano recién eyaculado y representan el 
20% de las proteínas del plasma seminal (Robert y Gagnon, 1999). Tras la 
eyaculación, estas proteínas son degradadas rápidamente por el antígeno 
específico prostático, una proteasa similar a las quimiotripsinas. La acción de 
esta enzima es inhibida por el Zn2+ (Jonsson et al., 2005). La adición in vitro de 
semenogelina inhibe la movilidad espermática (Robet y Gagnon, 1999). La 
presencia de inmunosupresores como los proteasomas, de poliaminas como la 
espermina y la espermidina y del factor de crecimiento transformante β en el 
plasma seminal tienen papeles relacionados con la protección de la movilidad del 
espermatozoide (Kelly, 1999). 
 
En el año 1951, Austin (1951) y Chang (1951) describen de manera 
simultánea en ratas y conejos que la introducción de una suspensión 
espermática en el tracto reproductor de las hembras en los momentos 
periovulatorios no era capaz de producir la fecundación de los ovocitos. Sin 
embargo, si estas suspensiones se depositaban varias horas antes, la mayoría de 
los ovocitos recuperados estaban fecundados. Al año siguiente, Austin (1952) 
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acuña el término capacitación para describir este fenómeno. Tras la eyaculación, 
los espermatozoides adquieren movilidad pero son incapaces de fecundar un 
ovocito. Es durante su migración por el tracto femenino cuando los 
espermatozoides sufren una serie de cambios bioquímicos que les permite llegar 
hasta los alrededores del ovocito, desencadenar la reacción acrosómica, penetrar 
la zona pelúcida ovocitaria y fusionar su membrana con la del gameto femenino. 
Hay que considerar a la capacitación como un proceso madurativo, de activación, 
de pérdida de factores protectores y, sobre todo, un proceso de selección dentro 
de la población de espermatozoides eyaculados, ya que, de los millones de 
espermatozoides de un eyaculado, solo unos pocos serán capaces de llegar a las 
inmediaciones del ovocito en óptimas condiciones para fecundarlo. De ahí que la 
población espermática de un eyaculado sea tan heterogénea y solo una parte de 
ella sea capaz de llevar a cabo de manera completa la capacitación (Gadella y 
Visconti, 2006). Por lo tanto, el propósito principal de la capacitación es asegurar 
que los espermatozoides lleguen al ovocito en el momento y en las condiciones 
adecuadas para que se desencadenen los mecanismos propios de la fecundación 
en el sitio preciso (De Lamirande et al., 1997). Muchos autores definen la 
capacitación como la capacidad de respuesta de los espermatozoides a 
determinadas sustancias capaces de inducir la reacción acrosómica como la 
progesterona (Shi y Roldan, 1995; Kirkman-Brown et al., 2002; Bedu-Addo et al., 
2005), la glicoproteína de la zona pelúcida ZP3 (Breil y Wassarman, 1983; Aitken 
et al., 1995) o el ionóforo A23187 (Bielfeld et al., 1991; Aitken et al., 1993). El 
tiempo necesario para que un espermatozoide esté completamente capacitado y 
plenamente fértil es específico para cada especie (Fraser, 2010). 
A pesar del tiempo transcurrido desde que se descubrieron los primeros 
indicios de la capacitación, las bases moleculares implicadas en este proceso 
siguen sin estar bien definidas. Sin embargo, las estrategias para simular la 
capacitación in vitro en medios tamponados definidos que simulan los contenidos 
en nutrientes y electrolitos del oviducto, sí que están perfectamente 
desarrolladas en diversos modelos animales y en humanos (Toyoda et al., 1971; 
Bavister, 1973; Yanagimachi, 1982; Neill y Olds-Clarke, 1987; Parrish et al., 
1988; Wolf et al., 1989; Burkman, 1990; Suárez et al., 1992; Vandevoort et al., 
1994; Young y Bodt, 1994). En muchos casos, estos medios capacitantes 
contienen como nutrientes glucosa, lactato y piruvato, un aceptor del colesterol 
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como la albúmina, NaHCO3, Ca2+, baja concentración de K+ y concentraciones de 
Na+ similares a las fisiológicas (Visconti et al., 2002). Aunque los 
espermatozoides de muchas especies de mamíferos pueden adquirir una 
correcta capacitación y lograr una fecundación in vitro, estas condiciones no 
simulan por completo a las que se encuentra el espermatozoide en el tracto 
reproductor femenino, ya que los medios de cultivo no proveen al espermatozoide 
de un ambiente celular donde pueda esperar al ovocito en un estado de 
preparación adecuado ni impiden que se produzca una reacción acrosómica 
espontánea cuando llevan demasiado tiempo en esas condiciones capacitantes 
(DasGupta et al., 1994; Fraser et al., 1995; Funahashi et al., 2000; Adeoya-
Osiguwa y Fraser, 2002). Del mismo modo, los diferentes medios comerciales 
empleados en la práctica clínica aceleran determinados aspectos moleculares 
relacionados con la capacitación respecto a medios capacitantes más simples y 
de composición completamente conocida (Moseley et al., 2005). Por estos 
motivos, las conclusiones extraídas de la capacitación in vitro deben ser 
validadas in vivo, donde el control hormonal del tracto reproductor femenino 
puede modificar la respuesta de los espermatozoides. De hecho, en varios 
mamíferos se han puesto a punto modelos para analizar la capacitación in vivo 
(Suárez et al., 1983; Hunter, 1987; Smith et al., 1987; Demott y Suárez, 1992). 
Con estos diseños, podemos seguir el transporte de los espermatozoides a través 
del tracto reproductor femenino para posteriormente analizar las modificaciones 
de los mismos, pero son costosos y difíciles de hacer, ya que el número de 
espermatozoides que alcanzan el oviducto y posteriormente el sitio de 
fecundación es bajo, impidiendo realizar medidas cuantitativas de determinados 
parámetros bioquímicos. Además, por razones éticas, no se pueden llevar a cabo 
en humanos (Barratt y Cooke, 1991; De Lamirande et al., 1997). De todos 
modos, se han aislado determinados factores del oviducto que son capaces por sí 
solos de promover la capacitación in vitro, principalmente glicoproteínas 
(McCauley et al., 2003; Killian, 2004). 
Los mecanismos moleculares implicados en la capacitación del 
espermatozoide son básicamente tres: 
1. Reordenación lipídica de la membrana plasmática 
2. Cambios en los flujos iónicos a través de la membrana 
plasmática que conducen a una hiperpolarización de la misma y 
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a variaciones en la concentración intracelular de determinados 
iones 
3. Aumento de la fosforilación de proteínas en residuos de tirosina 
La activación de todos estos procesos es dependiente de HCO3- (Boatman 
y Robbins, 1991) mediante la ruta de activación de la PKA por AMPc, por lo que 
podemos decir que, en parte, los mecanismos que influyen en la adquisición de la 
movilidad tras la eyaculación son los mismos que conducen al espermatozoide a 
conseguir una correcta capacitación (De Lamirande et al., 1997; Visconti et al., 
2002; Gadella y Visconti, 2006; Fraser, 2010; Aitken y Nixon, 2013). La entrada 
de HCO3- al interior del espermatozoide no está bien definida, aunque parece que 
el cotransportador Na+/HCO3- puede ser el principal responsable ya que es una 
entrada electrogénica, dependiente de Na+ y bloqueada por inhibidores de 
transportadores aniónicos (Romero y Boron, 1999; Demarco et al., 2003). Como 
dijimos en el apartado anterior, el ion HCO3- estimula la adenil ciclasa soluble 
provocando un aumento de AMPc en el interior del espermatozoide, aunque no se 
puede descartar la acción de la adenil ciclasa transmembrana regulada por 
receptores acoplados a proteínas G. Probablemente, la adenil ciclasa 
transmembrana, al estar bajo el control de subunidades Gα  inhibidoras y 
estimuladoras dependientes de una amplia gama de mensajeros primarios con 
afinidad por múltiples receptores de membrana acoplados a proteína G, ejerza un 
control sobre la capacitación del espermatozoide impidiendo que éste sufra una 
reacción acrosómica espontánea (Fraser, 2010). 
 
El modelo de mosaico fluido descrito por Singer y Nicolson (1972) 
establece que las membranas celulares se organizan como una bicapa de 
fosfolípidos anfipáticos donde sus partes hidrofóbicas (las cadenas acílicas) se 
colocan de manera enfrentada unas frente a otras y las partes hidrofílicas (las 
cabezas de los grupos fosfato) se colocan hacia el exterior, tanto hacia la cara 
extracelular como a la cara citoplasmática. Los componentes lipídicos no se 
encuentran dispuestos de manera azarosa en las dos capas que componen la 
bicapa lipídica, sino que siguen una distribución asimétrica, donde los 
aminofosfolípidos PS y PE se localizan fundamentalmente en la bicapa interna y 
la PC y la SM se encuentran principalmente en la bicapa externa (Verkleij et al., 
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1973; Gadella et al, 2008). El colesterol también es una molécula anfipática, 
donde el grupo hidroxilo libre es la parte hidrofílica y el esqueleto esteroideo es la 
parte hidrofóbica, y aparece en ambas monocapas (Chapman, 1975). En 
condiciones normales, la asimetría en la composición de la membrana plasmática 
se mantiene gracias a la acción de tres transferasas de fosfolípidos: la 
transferasa de aminofosfolípidos llamada flipasa, que mueve la PS y la PE de la 
membrana externa a la interna, la transferasa de fosfolípidos no específica 
llamada flopasa, que mueve fosfolípidos de la membrana interna a la externa, y 
un transportador bidireccional llamado escramblasa, que mueve los cuatro 
fosfolípidos en ambas direcciones a través de la membrana plasmática (Harrison 
y Gadella, 2005; Gadella y Visconti, 2006). La gran mayoría de los fosfolípidos y 
del colesterol son capaces de moverse y difundir sobre la superficie de la 
membrana. Esta difusión lateral depende del contenido molecular de las cabezas 
de los fosfolípidos y de la composición y longitud de sus cadenas acílicas, así 
como de la cantidad de colesterol total presente en la membrana. Del mismo 
modo, hay determinadas fracciones fosfolipídicas inmovilizadas en la membrana 
por su unión al citoesqueleto o a la matriz extracelular. El modelo de mosaico 
fluido incluye que las proteínas intrínsecas de membrana, siempre que no tengan 
algún tipo de restricción, también son capaces de difundir sobre la superficie de 
la membrana, aunque su velocidad de difusión es menor que la de los 
componentes lipídicos de la misma (Cherry, 1979; Gadella et al., 2008). 
La membrana plasmática del espermatozoide presenta una serie de 
particularidades que le otorgan unas características especiales frente al resto de 
membranas biológicas provocando que la difusión lateral de fosfolípidos y 
proteínas no sea completamente libre. En su composición hay una menor 
cantidad de colesterol respecto a las membranas de las células somáticas y las 
cadenas de ácidos grasos que presentan sus fosfolípidos son principalmente 
22:6, 22:5 y 16:0, lo que le otorga una mayor heterogeneidad (Brouwers et al., 
1998; Flesch y Gadella, 2000). Además, la casi completa ausencia de citoplasma 
hace que la membrana plasmática se encuentre en contacto directo con diversas 
estructuras intracelulares. Así, la membrana de la región post-acrosomal está en 
contacto con la envoltura nuclear, la de la región acrosomal con la membrana 
externa del acrosoma, la de la pieza media con las mitocondrias y la de la pieza 
principal con las fibras densas externas (Gadella et al., 2008). Por otro lado, el 
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intercambio de componentes de la membrana entre cabeza, pieza media y pieza 
principal del flagelo no es completamente libre entre las diferentes partes del 
espermatozoide. Del mismo modo, la región anterior de la cabeza presenta tres 
subregiones: el segmento ecuatorial, la región preecuatorial y el extremo apical; 
entre las que no se observa difusión lipídica ni proteica (De Leeuw et al., 1990). 
La descripción de diferentes densidades y de determinados agrupamientos en la 
membrana de estas tres subregiones, acompañado de la observación mediante 
fluorescencia de la difusión libre dentro de cada subregión, demuestra que estas 
subdivisiones pueden tener un carácter funcional y pone de manifiesto el carácter 
compartimentalizado de esta célula tan especializada (Suzuki y Yanagimachi, 
1989; Wolfe et al., 1998; Bruckbauer et al., 2007). Sin embargo, en los 
espermatozoides de mamíferos si se ha detectado la presencia y actividad de las 
tres transferasas de fosfolípidos: flipasa, flopasa y escramblasa (Müller et al., 
1994; Nolan et al., 1995; Gadella et al., 1999). Un correcto funcionamiento de 
estas enzimas es fundamental para que el espermatozoide desarrolle todas sus 
funciones en el momento adecuado. Los ratones knockout para la flipasa 
específica de espermatozoides presentan externalización de la PS antes de que 
se inicie la capacitación, lo cual se traduce en una baja tasa de penetración de la 
zona pelúcida y en una baja tasa de reacción acrosómica, ya que la membrana se 
vuelve más vulnerable a los cambios que debe afrontar en el interior del tracto 
reproductor femenino (Wang et al., 2004). 
Las características que otorgan a la membrana espermática las mayores 
particularidades funcionales y diferenciales son los cambios que sufre durante la 
capacitación. Estas modificaciones, que afectan la arquitectura de la membrana 
plasmática espermática, se pueden dividir en dos tipos: los cambios rápidos y los 
cambios lentos (Gadella y Visconti, 2006). 
Los acontecimientos tempranos que ocurren en la reorganización de la 
membrana plasmática asociados a la capacitación están mediados por el ion 
HCO3-. Los niveles fisiológicos de concentración de este ion inducen cambios en 
la asimetría fosfolipídica de la membrana. Estos cambios se han visualizado con 
la sonda fluorescente merocianina, que se intercala en la membrana cuando los 
fosfolípidos se mueven entre las membranas interna y externa y funciona como 
marcador de la fluidez de la membrana, y también con análogos fluorescentes de 
los distintos fosfolípidos (Harrison et al., 1996; Gadella y Harrison, 2000; Cross, 
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2003). Los experimentos realizados con merocianina han demostrado la 
velocidad de los cambios en la asimetría fosfolipídica espermática ya que a los 
dos minutos de incubar espermatozoides con una concentración de HCO3- de 15 
mM a 38ºC pH 7,4 y una atmósfera al 5% de CO2, los espermatozoides 
comenzaban a adquirir fluorescencia. El marcaje máximo se alcanzaba a los 5 
minutos. Por otro lado, la externalización de PE es máxima a los 20 minutos de 
dicha exposición y la de la PS es algo más tardía (Harrison y Gadella, 2005). El 
marcaje de la merocianina se observa por toda la superficie del espermatozoide, 
con especial presencia en la pieza principal del flagelo, la pieza media y la región 
postacrosomal. La externalización de la PE y la PS se produce principalmente en 
la región apical de la cabeza (Wolf et al., 1986; Flesch et al., 2001; Mackie et al., 
2001; Rathi et al., 2001). Este hecho puede deberse a dos motivos: a una mayor 
proporción de estos dos fosfolípidos en esta subregión o a una mayor actividad 
local de la escramblasa (Harrison y Gadella, 2005). El análisis de los movimientos 
de los fosfolípidos sugiere que este cambio en la asimetría dependiente de HCO3-, 
que es independiente de Ca2+ y sólo tiene lugar a temperaturas fisiológicas 
(Harrison y Gadella, 2005) se produce por un incremento de la actividad de la 
escramblasa (Gadella y Harrison, 2000), mediado por la PKA, potenciado por 
inhibidores de las fosfatasas y reversible, al menos en parte (Harrison et al., 
1996; Gadella y Harrison, 2000; Harrison y Miller, 2000). Todos estos 
experimentos se han desarrollado en el jabalí, sin embargo, resultados similares 
se han obtenido en los espermatozoides humanos, donde estos fenómenos 
también son dependientes de la ruta HCO3--AMPc-PKA (De Vries et al., 2003). 
Los cambios tardíos de la reorganización lipídica de la membrana 
plasmática que ocurren durante la capacitación están relacionados con el 
colesterol (Davis et al., 1979; Go y Wolf, 1985; Langlais et al. 1988; Travis y Kopf, 
2002). El colesterol limita la permeabilidad iónica, la inserción de proteínas y la 
movilidad de los fosfolípidos en las membranas, haciéndolas más rígidas y 
estables (Parks y Ehrenwald, 1990). El principal efecto que tiene el cambio de 
asimetría de la membrana plasmática por el aumento de la actividad de la 
escramblasa es facilitar la extracción de colesterol y de otros esteroles, como el 
desmosterol, por medio de algún aceptor de los mismos (Flesch et al., 2001) y no 
al revés (Visconti et al., 1999a; Visconti et al., 1999b; Visconti et al., 2002). Es 
por ello que los medios de cultivo empleados para simular la capacitación in vitro 
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están suplementados con albúmina, para que secuestre el colesterol de la 
membrana de los espermatozoides durante la capacitación (Davis et al., 1980; 
Yanagimachi, 1994; Fraser, 2010), aunque su presencia no es indispensable 
para todas las especies (Choi et al., 2003). Se ha demostrado que en estos 
medios suplementados con albúmina hay un descenso en la capacitación de los 
espermatozoides cuando se añade colesterol exógeno. Este hecho se reduce si 
tras la adición del colesterol, se añade un exceso de albúmina (Visconti et al., 
1999b). Del mismo modo, el efecto de la albúmina sobre los espermatozoides en 
capacitación no se produce si la albúmina ha sido tratada previamente con 
colesterol o con ácidos grasos (Go y Wolf, 1985). Curiosamente, la albúmina en 
espermatozoides no es capaz de movilizar los ácidos grasos de la membrana 
plasmática de los espermatozoides, algo que sí ocurre en otros tipos celulares 
(Flesch et al., 2001). Aunque el componente más usado en los medios de cultivo 
es la albúmina, se ha demostrado que otros aceptores de colesterol, como las 
lipoproteínas de alta densidad (Therien et al., 1997; Visconti et al., 1999b) o las 
β-ciclodextrinas a concentraciones bajas (inferiores a 1 mM) inducen efectos 
similares (Choi y Toyoda, 1998; Cross, 1999; Osheroff et al., 1999; Visconti et al., 
1999a; Kato et al., 2010). In vivo, los aceptores de colesterol provienen de los 
fluidos del tracto reproductor femenino, ya que éstos derivan principalmente del 
suero (Visconti et al., 2002). Los procesos relacionados con el colesterol tienen 
lugar en dos pasos. En primer lugar, sin la presencia de albúmina o algún otro 
aceptor de colesterol ni de HCO3-, el colesterol se localiza tanto en la región 
acrosomal como en la postacrosomal de la cabeza del espermatozoide. Cuando 
se ponen estas células en contacto con el HCO3-, la región postacrosomal lo 
pierde y el colesterol se concentra en la región apical de la cabeza. Tras la adición 
de albúmina al medio, la mayoría de los espermatozoides que habían mostrado 
respuesta al HCO3- dejan de mostrar señal para el colesterol en toda la cabeza 
(Flesch et al., 2001; Gadella y Harrison, 2002; De Vries et al., 2003). Aunque 
queda bastante claro que la salida de colesterol de la membrana es un proceso 
posterior a los cambios en la asimetría de la membrana lipídica por la actividad 
principalmente de la escramblasa, esta salida puede provocar un aumento del 
efecto del HCO3-, que conduciría a una segunda oleada de aumento de AMPc 
mucho más sostenida en el tiempo y probablemente responsable de los procesos 
tardíos asociados a la capacitación (Gadella y Visconti, 2006), correlacionándose 
este hecho íntimamente con el descrito anteriormente para la relación del AMPc 
Introducción general 
 
29 
 
con la movilidad activada. Por otro lado, la salida de colesterol de la membrana 
puede ser dependiente de la creación de radicales libres, ya que puede ser 
bloqueada por agentes antioxidantes lipofílicos como la vitamina A y la vitamina E 
(Brouwers et al., 2011; Boerke et al., 2013). En contraposición, hay algunos 
estudios que describen la acción de un transportador de esteroles reverso en los 
espermatozoides que se encargaría de elevar tanto el colesterol como el 
desmosterol de la bicapa lipídica para que la albúmina o cualquier otro aceptor 
los capte (Ban et al., 2005; Byrne et al., 2012; Morales et al., 2012). El hecho de 
que las β-ciclodextrinas a concentraciones altas (alrededor de 5 mM), además de 
eliminar el colesterol de la membrana, provoquen un deterioro en los 
espermatozoides puede deberse a un exceso de eliminación de colesterol de la 
membrana o al hecho de que las β-ciclodextrinas no necesiten ninguna enzima 
previa que les haga accesible el colesterol, como parece que sí ocurre con la 
albúmina. Probablemente, las β-ciclodextrinas sean capaces de extraer el 
colesterol incluso de las membranas de los espermatozoides que no han dado 
respuesta al HCO3- (Van Gestel et al., 2005a; Gadella y Luna, 2014). Un hecho a 
tener en cuenta es que aproximadamente el 6% del colesterol estabilizado en la 
membrana espermática se encuentra sulfatado, lo cual otorga mayor rigidez a la 
membrana. En el tracto reproductor femenino, las sulfatasas de esteroles 
hidrolizan este grupo incrementando el porcentaje de colesterol disponible para 
la esterificación por ácidos grasos procedentes de los fosfolípidos sometidos a la 
acción enzimática de la fosfolipasa A. Se generan así lisofosfolípidos que 
incrementan la fluidez de la membrana (Langlais et al., 1981; Roberts, 1987; 
Sion et al., 2001). Finalmente, todos estos cambios conducen a un descenso del 
ratio colesterol/fosfolípidos relacionado con la capacitación porque aumenta la 
fluidez de la membrana (Hoshi et al., 1990). 
El estudio de la reestructuración lipídica de la membrana durante la 
capacitación se ha relanzado tras el descubrimiento de los “lipid rafts” o balsas 
lípidicas en espermatozoides. Estas estructuras, descritas por primera vez en 
ratón (Treviño et al., 2001), son pequeños dominios enriquecidos en 
esfingolípidos y esteroles con un alto dinamismo y heterogeneidad que son 
capaces de compartimentalizar distintos procesos celulares gracias a su 
capacidad para reclutar de forma selectiva a determinadas proteínas de 
membrana (Pike, 2006; Boerke et al., 2008; Nixon et al., 2011). Estos dominios 
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lipídicos se pueden aislar mediante la digestión celular con detergentes de bajo 
potencial iónico, como Tritón X-100 a bajas temperaturas, ya que no se disuelven 
en estas condiciones. Estas fracciones resistentes a detergentes se encuentran 
unidas a determinadas proteínas características de las balsas lipídicas, como la 
caveolina o la flotilina (Van Gestel et al., 2005b; Boerke et al., 2008). Ambas 
proteínas han sido localizadas tanto en espermatozoides como en fracciones 
resistentes a detergentes extraídas de espermatozoides (Travis et al., 2001; 
Cross, 2004; Nixon et al., 2011). Del mismo modo, la visualización de las balsas 
lipídicas en espermatozoides se puede realizar aprovechando la afinidad que 
presenta la CTB por el gangliósido GM1, uno de sus principales esfingolípidos 
(Buttke et al., 2006; Watanabe y Kondoh, 2011). El análisis de las proteínas 
asociadas a las balsas lipídicas revela que la mayoría de ellas están relacionadas 
con el reconocimiento espermatozoide-ovocito (Nixon et al., 2008; Nixon et al., 
2011). En este sentido, las fracciones resistentes a detergentes extraídas de los 
espermatozoides presentan por sí mismas la capacidad de unirse a la zona 
pelúcida ovocitaria (Bou Khalil et al., 2006). Existe una paradoja en cuanto al 
funcionamiento de las balsas lipídicas en las membranas plasmáticas, ya que si 
se asocian a proteínas de reconocimiento ovocitario, deben estar presentes en 
los estadíos finales de la capacitación, donde la salida de colesterol de la 
membrana, uno de los principales componentes de estas estructuras, es muy 
acusada (Sleight et al., 2005). Este hecho ocurre porque la salida de colesterol de 
la membrana no es total y la concentración del colesterol restante en las balsas 
lipídicas es muy elevada para dar la mayor estabilidad a estos microdominios 
funcionales (Shadan et al., 2004). Del mismo modo, se han realizado estudios 
para analizar si la distribución de las balsas lipídicas en el espermatozoide es 
dependiente de la capacitación. Tras muchas controversias, diversos estudios 
concluyen que estas estructuras lipídicas parecen concentrarse en torno a la 
región periacrosomal cuando se produce la capacitación, tanto de forma 
fisiológica como inducida por β-ciclodextrinas (Cross, 2004; Van Gestel et al., 
2005b; Buttke et al., 2006; Selvaraj et al., 2006; Selvaraj et al., 2007; Boerke et 
al., 2008; Nixon et al., 2011; Watanabe y Kondoh, 2011). 
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El papel de los flujos iónicos en la regulación de la función espermática es 
muy amplio, afectando no solo a la capacitación sino también a la movilidad, a la 
expresión de determinados segundos mensajeros intracelulares y a la reacción 
acrosómica (Figura 4) (Darszon et al., 2006a). Los estudios realizados en 
ausencia de determinados iones y/o con activadores y/o bloqueantes selectivos 
de diferentes grupos de canales iónicos así lo ponen de manifiesto (Zeng et al., 
1995; Florman et al., 1998; Arnoult et al., 1999; Félix et al., 2003).  
La capacitación del espermatozoide va acompañada por una 
hiperpolarización de la membrana que se caracteriza por un aumento de cargas 
negativas intracelulares en comparación con el medio extracelular. Los medios no 
capacitantes y los capacitantes, tanto naturales como artificiales, presentan 
diferentes concentraciones iónicas a las que el espermatozoide debe reaccionar 
hiperpolarizando su membrana. En los medios capacitantes encontramos una 
mayor concentración de Na+, Cl-, Ca2+ y HCO3- y menor de K+ (Yanagimashi, 1994). 
El control del movimiento de estos iones a través de la membrana mediante la 
acción selectiva de determinados grupos de canales iónicos son los que 
conducen a que se produzca dicha hiperpolarización. Este hecho no se puede 
producir en ausencia de albúmina y/o de HCO3- (Demarco et al., 2003). El 
potencial de membrana en reposo de los espermatozoides no capacitados oscila 
entre los -35 y los -45 mV. Sin embargo, en los espermatozoides capacitados, el 
potencial de membrana alcanza los -65 mV (Espinosa y Darszon, 1995; Demarco 
et al., 2003; De la Vega-Beltrán et al., 2012). Aunque los mecanismos 
moleculares que conducen a esta hiperpolarización no están del todo definidos, 
parece ser que la entrada de K+ en el espermatozoide a través de determinados 
canales como SLO3 (también llamado KSper) pueden estar en la base de este 
procedimiento, como demuestran los experimentos realizados en ratones 
knockout para el gen Slo3 (Muñoz-Garay et al., 2001; Acevedo et al., 2006; 
Navarro et al., 2007; Santi et al., 2010; Zeng et al., 2011; Chávez et al., 2013). 
En los espermatozoides tratados con inhibidores de SLO3 o generados en ratones 
knockout para este canal no se observa hiperpolarización (Chávez et al., 2013; 
Sánchez-Carranza et al., 2015). Secundariamente y con menor importancia, 
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también puede estar involucrado en la hiperpolarización de la membrana 
espermática el bloqueo de la entrada de Na+ a través de los canales ENaCs, 
sensibles a amilorida, con la mediación del regulador transmembrana de la 
fibrosis quística (Hernández-González et al., 2006; Hernández-González et al., 
2007; Escoffier et al., 2012). Los espermatozoides de ratones knockout para 
Slo3 son capaces de sufrir una hiperpolarización de la membrana plasmática en 
presencia de amilorida, demostrando el papel de los ENaCs (Chávez et al., 2013). 
Solo una parte de los espermatozoides bajo condiciones capacitantes son 
capaces de sufrir la hiperpolarización de la membrana. Se ha demostrado que en 
una suspensión de espermatozoides capacitados se pueden definir dos 
subpoblaciones en función de su potencial de membrana. Encontramos una 
subpoblación de espermatozoides con un potencial de membrana de -35 mV, 
similar a los espermatozoides no capacitados, y otra con un potencial de 
membrana de aproximadamente -80 mV, muy cercano al potencial de equilibrio 
del K+ (Arnoult et al., 1999; Escoffier et al., 2015). En un principio se postuló la 
hipótesis de que la hiperpolarización era necesaria para la activación de los 
canales T de Ca2+ dependientes de voltaje, como Cav3, necesario para llevar a 
cabo correctamente la reacción acrosómica inducida por agonistas (Arnoult et al., 
1999). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que solamente la 
hiperpolarización de la membrana plasmática es necesaria para que se realice 
correctamente la reacción acrosómica (De la Vega-Beltrán et al., 2012). 
Otro suceso iónico que caracteriza la capacitación es la alcalinización 
intracelular del espermatozoide (Darszon et al., 2006a; Visconti et al., 2011; 
Lishko et al., 2012). Como hemos comentado, en condiciones no capacitantes, la 
concentración de Na+ y HCO3- en el medio es muy baja, y se eleva en condiciones 
capacitantes. Esto provoca, por un lado, la activación del intercambiador Na+/H+, 
que incorpora Na+ al espacio intracelular mientras expulsa del mismo iones H+ 
(García y Meizel, 1999; Woo et al., 2002). De hecho, se ha descrito un 
intercambiador Na+/H+ específico de espermatozoides que se localiza en la pieza 
principal del flagelo y regula la acción de la adenil ciclasa. Los ratones knockout 
para este intercambiador son completamente infértiles (Wang et al., 2007). 
Recientemente se ha descrito el canal Hv1 de extrusión unidireccional de 
protones y localizado en la pieza principal del flagelo (Lishko et al., 2010). Su 
localización no es casual puesto que el flagelo es la parte del espermatozoide 
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donde mayor acidificación se produce tras la hidrólisis del ATP. La acción de esta 
bomba extruyendo protones, que es más rápida que la de los intercambiadores 
descritos anteriormente, es dependiente del gradiente de pH y de la 
despolarización de la membrana (Kirichok y Lishko, 2011). Además, también se 
activa en ausencia de Zn2+ (Lishko et al., 2010; Lishko y Kirichok, 2010). El 
plasma seminal tiene una alta concentración de Zn2+ que inhibe la acción de Hv1. 
A lo largo del tracto reproductor femenino, este Zn2+ desaparece y puede actuar 
sobre Hv1 un endocannabinoide sintetizado por las células de la granulosa como 
la anandamida, potenciando su función (Lishko et al., 2010). 
La [Ca2+]i también se eleva durante la capacitación espermática, 
acelerando probablemente los efectos del HCO3- sobre la adenil ciclasa (Dasgupta 
et al., 1993; Jaiswal y Conti, 2003; Carlson et al., 2007; Visconti et al., 2011). El 
mantenimiento del gradiente de Ca2+ a través de la membrana plasmática del 
espermatozoide lo lleva a cabo una bomba ATPasa que extruye Ca2+ llamada 
PMCA4. Los ratones knockout para esta bomba son infértiles (Okunade et al., 
2004; Schuh et al., 2004). Sin embargo, la entrada de Ca2+ asociada a la 
capacitación debe ser muy rápida para contrarrestar la acción de esta ATPasa, y 
es por eso que se produce a través de canales iónicos (Lishko et al., 2012). Hay 
diversos canales de Ca2+ implicados en la elevación de la [Ca2+]i (Darszon et al., 
2011). 
1. CatSpers: Mediante estudios bioinformáticos de análisis de 
secuencias se ha puesto de manifiesto la existencia de cuatro 
canales de Ca2+ específicos de espermatozoides que han 
recibido el nombre de CatSpers1-4, todos ellos localizados en la 
pieza principal del flagelo (Ren et al., 2001; Quill et al., 2001; 
Lobley et al., 2003). Tanto los ratones knockout como las 
mutaciones detectadas en estos canales en humanos originan 
infertilidad, lo cual pone de manifiesto la importancia de los 
mismos en la fisiología espermática (Avidan et al., 2003; Qi et 
al., 2007; Hildebrand et al., 2010). Los CatSpers son canales 
constitutivamente activos, levemente dependientes de voltaje, 
selectivos para el Ca2+ y altamente dependientes de la 
alcalinización intracelular (Kirichok et al., 2006; Ren y Xia, 
2010). Este último hecho puede deberse a la presencia de un 
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dominio intracelular C-terminal rico en histidinas en CatSper1 
(Visconti et al., 2011). Diversos estudios bioquímicos han 
demostrado que los CatSpers1-4 se asocian en un complejo 
heteromérico de subunidades α formando un poro selectivo para 
el Ca2+ (Navarro et al., 2007). El canal se completa con tres 
subunidades auxiliares: CatSperβ (Liu et al., 2007), CatSperγ 
(Wang et al., 2009) y CatSperδ (Chung et al., 2011), que también 
se localizan en la pieza principal del flagelo pero con función aún 
desconocida. Es interesante destacar que en los ratones 
knockout de CatSper1 no se inmunolocaliza ninguna de las otras 
seis subunidades, intuyéndose que todas las subunidades son 
necesarias para el ensamblaje del canal (Carlson et al., 2005; 
Lishko et al., 2012). Recientemente se ha descubierto que la 
rápida respuesta a Ca2+ que provoca la progesterona sobre los 
espermatozoides está mediada por CatSper por unión directa 
sobre la hidrolasa lipídica ABHD2, provocando la retirada de la 
membrana plasmática del endocannabinoide 2-
araquidinoglicerol, que inhibe a los CatSper (Lishko et al., 2011; 
Strünker et al., 2011; Miller et al., 2016). La actividad de este 
canal iónico, detectada mediante patch-clamp, es esencial para 
que el espermatozoide pueda llevar a cabo la hiperactivación (Qi 
et al., 2007). 
2. Cavs: Antes del descubrimiento de los CatSpers, se pensaba que 
los principales responsables del aumento de [Ca2+]i eran los 
canales dependientes de voltaje Cavs que se activan mediante 
cambios en el potencial de membrana. Según el voltaje al que se 
activen, se dividen en dos clases: canales que se activan a alto 
voltaje, que requieren altas despolarizaciones para activarse y se 
desactivan lentamente, y canales que se activan a bajo voltaje, 
que se abren con despolarizaciones menores pero se cierran 
más rápidamente y con potenciales más negativos. Estas 
últimas se conocen normalmente como corrientes tipo T. El poro 
de estos canales lo forma una subunidad α codificada por diez 
genes distintos agrupados en tres familias: Cav1, Cav2 y Cav3. 
Las dos primeras familias crean poros de alto voltaje y la última 
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de bajo voltaje o canales de tipo T. También se han descrito 
cuatro subunidades auxiliares (Catterall, 2000; Catterall et al., 
2007; Darszon et al., 2011; Lishko et al., 2012). Muchos de los 
transcritos de estos genes, tanto de las subunidades α como de 
las subunidades auxiliares, se han encontrado en células 
espermatogénicas o en espermatozoides maduros. A nivel de 
proteína, en espermatozoides se ha localizado un miembro de la 
familia Cav1 y todos los miembros de las familias Cav2 y Cav3 
(Park et al., 2003). Los antagonistas específicos de las familias 
Cav1 y Cav2 han modificado ciertas respuestas espermáticas al 
Ca2+ (Goodwin et al., 1997; Wennemuth et al., 2000) pero solo 
las corrientes provocadas por Cav3 han sido medidas mediante 
estudios de patch-clamp en células espermatogénicas y 
espermatozoides testiculares, pero no en espermatozoides 
extraídos del epidídimo (Darszon et al., 2006b; Darszon et al., 
2011). Por otro lado, determinados ratones knockouts para 
algunos de los genes codificantes para Cavs son fértiles, lo cual 
pone en duda si la función de estos canales en los 
espermatozoides es esencial (Beuckmann et al., 2003; Lishko et 
al., 2012). 
3. Canales dependientes de nucleótidos cíclicos: Estos canales se 
activan por la unión al extremo C-terminal de un único nucleótido 
cíclico (AMPc o GMPc). Son poco selectivos, introduciendo al 
interior celular tanto Ca2+ como Na+, son poco dependientes de 
voltaje y no se desensibilizan. Dos de sus subunidades se han 
localizado en la pieza principal del flagelo del espermatozoide, 
aunque los ratones knockout para las mismas siguen siendo 
fértiles, por lo que la relevancia de este tipo de canales en la 
fisiología espermática queda en entredicho (Kaupp y Seifert, 
2002). 
4. También se han localizado en espermatozoides otros canales 
más o menos selectivos al Ca2+, como los canales TRP (De Blas 
et al., 2009). Del mismo modo cabe destacar que se han 
descrito canales de Ca2+ relacionados con la liberación al 
citoplasma de este ion desde reservas intracelulares como el 
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acrosoma o la RNE (conjunto de vesículas originadas desde la 
membrana nuclear durante la espermiogénesis) (Franklin, 
1968). En este último caso nos referimos a los canales IP3R y 
RyR (Walensky y Snyder, 1995; Treviño et al., 1998; Ho y Suárez, 
2003; Chiarella et al., 2004). 
 
Figura 4: Modelo de permeabilidad iónica y segundos mensajeros durante la 
capacitación espermática (modificado de Visconti et al., 2011). 
 
 
El aumento de la fosforilación en los residuos de tirosina asociado a la 
capacitación espermática es un proceso que se ha descrito en varias especies, 
incluida la humana (Visconti et al., 1999c; Tardif et al., 2001; Ficarro et al., 2003; 
Galantino-Homer et al., 2004; Roy y Atreja, 2008). Aunque no está muy claro el 
mecanismo que conduce a que se produzca este hecho, se ha demostrado que la 
ruta de AMPc/PKA es esencial para que se lleve a cabo (Visconti et al., 1995a; 
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Kalab et al., 1998; Osheroff et al., 1999). Del mismo modo que para otros 
procesos relacionados con la capacitación, para que se produzca una correcta 
fosforilación en las tirosinas se requiere la participación de la albúmina o algún 
otro aceptor de colesterol, HCO3- y Ca2+, que conduzcan a la activación de la 
adenil ciclasa para la síntesis de AMPc. La glucosa, Na+ y Cl- también son 
esenciales para desencadenar este fenómeno (Urner et al., 2001; Hernández-
González et al., 2006; Wertheimer et al., 2008). Esta fosforilación solo es 
detectable a los 45-60 minutos de incubación en condiciones capacitantes, por lo 
que se relaciona con eventos tardíos de la capacitación que requieren el 
mantenimiento de los niveles intracelulares de AMPc (Visconti et al., 1995b). En 
determinadas especies se han detectado proteínas como la MRP4 que se 
encargan de mantener los niveles intracelulares apropiados de AMPc para que la 
capacitación siga su curso (Osycka-Salut et al., 2014). Sin embargo, la PKA es 
una quinasa de serinas y treoninas y no de tirosinas, por lo que tiene que haber 
algún otro mecanismo implicado. Se barajan tres hipótesis al respecto: (1) Que la 
PKA active alguna quinasa de tirosinas, ya sea de forma directa o indirecta; (2) 
Que la PKA inhiba directa o indirectamente alguna fosfatasa de tirosinas; (3) Que 
la fosforilación en residuos de serina y treonina por parte de la PKA haga más 
accesibles a estas proteínas para la fosforilación por parte de quinasas de 
tirosina (Gadella y Visconti, 2006). 
Se ha descrito una variante de splicing de la subunidad α catalítica de la 
PKA exclusiva de espermatozoides de mamíferos denominada Cα2. Los ratones 
knockout para esta variante son infértiles sin observarse ninguna otra función 
afectada. Además, la infertilidad de estos ratones se basa en defectos en la 
capacitación espermática ya que no se detectaron fosforilaciones en los residuos 
de tirosinas, el mismo fenotipo desarrollado en los ratones infértiles knockout 
para la adenil ciclasa o para el gen AKAP, uno de los primeros sustratos de la PKA 
(Miki et al., 2002; Espósito et al., 2004; Nolan et al., 2004) y observado 
anteriormente en los experimentos con los agonistas y/o antagonistas de la PKA 
(Visconti et al., 1995a; Vijayaraghavan et al., 1997a). 
Las quinasas de tirosina que presentan mayor cantidad de evidencias 
relacionadas con la capacitación espermática son las pertenecientes a la familia 
de quinasas Src (Viscontti et al., 2011; Gangwar y Atreja, 2015). La inhibición 
farmacológica de esta familia Src conduce a un bloqueo en la fosforilación de 
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tirosinas asociada a la capacitación espermática (Baker et al., 2006; Lawson et 
al., 2008; Mitchell et al., 2008; Varano et al., 2008). Sin embargo, los estudios en 
ratones knockout para la quinasa cSrc demostraron que esta quinasa no es 
esencial para la fosforilación de tirosinas, quizá porque su función es suplida por 
alguna otra quinasa. Por otro lado, la inhibición específica de cSrc sí provoca un 
descenso en la movilidad y en la fosforilación de tirosinas, además de inhibir las 
fosorilaciones en serinas y treoninas inducidas directamente por la PKA. Estos 
hechos parecen indicar que la familia de quinasas Src actúa de forma paralela a 
la PKA y su activación no está mediada a través de la ruta AMPc/PKA. De hecho, 
la quinasa cSrc fosforila a la fosfatasa de serina y treonina PP2A en su subunidad 
catalítica, inhibiendo su actividad. Por lo tanto, la inhibición de la cSrc producirá 
un aumento de la actividad de la fosfatasa PP2A que eliminará rápidamente la 
acción directa de la PKA. En este sentido, se ha observado que la adición de 
inhibidores de las fosfatasas de serina y treonina revierte la acción de los 
inhibidores de cSrc, permitiendo la libre acción de la PKA sobre sus sustratos 
(Krapf et al., 2010; Battistone et al., 2013; Signorelli et al., 2013). 
Poco se sabe de los sustratos fosforilados en sus tirosinas durante la 
capacitación, aunque sí está bien descrita la fosforilación en AKAP4, AKAP3, 
CABYR, ODF, la aldolasa específica de espermatozoides y la piruvato hidrogenasa 
(Carrera et al., 1996; Ficarro et al., 2003; Harrison, 2004; Mitra et al., 2005; 
Arcelai et al., 2008; Li et al., 2010). 
Paralelamente, también se han descrito diversos isoformos de la PKC en 
espermatozoides (Rotem et al., 1990b; Lax et al., 1997; Rotman et al., 2010). Su 
activación con ésteres de forboles provoca cambios en la movilidad, en la 
reacción acrosómica y en los niveles intracelulares de AMPc (Visconti y Tezón, 
1989; Rotem et al., 1990b; Naor y Breitbart, 1997). 
 
La quimiotaxis es la capacidad que tienen los espermatozoides para 
alcanzar al ovocito siguiendo un gradiente químico (Chang y Suárez, 2010). Este 
proceso está bien descrito en especies invertebradas marinas con fecundación 
externa como el erizo de mar y las ascidias, ya que la liberación de 
quimioatrayentes específicos de especie por parte de los ovocitos favorece el 
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encuentro entre ambos gametos en la inmensidad del océano (Kaupp et al., 
2008). Sin embargo, su papel no está tan claro en mamíferos, ya que se puede 
confundir con otros fenómenos que conducen a los espermatozoides hasta el 
ovocito como la termotaxis (gradiente térmico) o la reotaxis (capacidad para 
nadar contra un flujo). Aun así, en diversas especies, incluida la humana, se ha 
demostrado que este fenómeno también ocurre, aunque prabablemente en 
escalas espaciales muy cortas y limitadas al oviducto (Pérez-Cerezales et al., 
2015). En los animales con fecundación interna, la quimiotaxis espermática solo 
se produce en la fracción de espermatozoides capacitados (Cohen-Dayag et al., 
1995).  
Diversos fluidos biológicos han sido testados para demostrar la atracción 
que ejercen sobre los espermatozoides. Por ejemplo, el fluido folicular generado 
en el interior del folículo preovulatorio puede depositarse en el interior de la 
trompa de Falopio y potencialmente ejercer un poder atrayente sobre los 
espermatozoides. Este hecho se ha confirmado en varias especies como el 
humano, el ratón o el conejo (Ralt et al., 1991; Oliveira et al., 1999; Fabro et al., 
2002). Los experimentos sobre la quimioatracción que produce el fluido folicular 
pusieron de manifiesto que no existen mecanismos específicos de especie en 
mamíferos, ya que el fluido folicular humano es capaz de atraer a los 
espermatozoides de conejo y viceversa (Sun et al., 2003). Del mismo modo, el 
complejo cúmulo-ovocito también ejerce un efecto atrayente sobre los 
espermatozoides. Si condicionamos un medio cultivando en él estos complejos o 
simplemente células de cúmulo aisladas, éste provoca la atracción de los 
espermatozoides en humanos y conejo. Sin embargo, con medios condicionados 
por el cultivo de ovocitos sin células de cúmulo solo se ha observado este efecto 
en humanos y no en conejos (Sun et al., 2005; Guidobaldi et al., 2008; Armon et 
al., 2014). 
Por otro lado, se han descrito varias moléculas que pudieran funcionar 
como quimioatrayentes, algunas con origen en las cercanías del lugar de 
fecundación y otras no (Eisenbach y Giojalas, 2006). Entre ellas, destacamos: 
1. Péptidos N-formil(metil): no se ha descubierto su origen en el 
tracto reproductor femenino pero son capaces de atraer a los 
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espermatozoides a concentraciones muy bajas (Gnessi et al., 
1985). 
2. Péptido natriurético atrial: hormona localizada en el oviducto y 
en el fluido folicular que ejerce quimioatracción en 
espermatozoides humanos y de ratón (Zamir et al., 1993; 
Anderson et al., 1995; Bian et al., 2012). 
3. Sustancia P y β-endorfina: se ha descrito que estos pequeños 
péptidos presentan un poder quimioatrayente sobre los 
espermatozoides de ratón (Sliwa, 2001). 
4. Nucleótidos cíclicos: se ha demostrado que la presencia de los 
análogos permeables de AMPc y GMPc induce la quimiotaxis en 
espermatozoides humanos (Miraglia et al., 2007; Teves et al., 
2009). 
5. Sustancias olorosas: aunque no sean de origen animal y se 
empleen en perfumería, se ha demostrado que las sustancias 
olorosas tienen un poder quimioatrayente sobre los 
espermatozoides. El “bourgeonal” es capaz de atraer a los 
espermatozoides humanos, donde se han encontrado varios 
receptores de sustancias olorosas acoplados a proteínas G, 
entre los que destaca hOR17 (Spehr et al., 2003; Spehr et al., 
2006; Veitinger et al., 2011). Los mismos descubrimientos se 
han producido en el ratón, donde también se ha localizado este 
tipo de receptores con otra sustancia olorosa denominada “lyral” 
que ejerce el mismo efecto atrayente sobre los espermatozoides 
(Touhara et al., 1999; Burnett et al., 2011). 
6. Quimioquinas: las células de granulosa y de cúmulo de los 
folículos periovulatorios son capaces de segregar al fluido 
folicular quimioquinas como RANTES o CCL5 (Isobe et al., 2002), 
CCL7 (Tamba et al., 2008), CCL20 (Caballero-Campo et al., 
2014), SDF1 o CXCR4 (Zuccarello et al., 2011), que son capaces 
de quimioatraer a los espermatozoides. En relación a los tres 
últimos ejemplos, los receptores de los mismos se han 
localizado en espermatozoides. 
7. Progesterona: esta hormona esteroidea secretada por las 
células del cúmulo y presente en el fluido folicular es el 
Introducción general 
 
41 
 
quimioatrayente espermático más estudiado. Produce su acción 
a muy bajas concentraciones y solo sobre una baja proporción 
de espermatozoides (Villanueva-Díaz et al., 1995; Jeon et al., 
2001; Teves et al., 2006; Gatica et al., 2013). Los experimentos 
en los que se eliminó la progesterona del medio condicionado 
por células de cúmulo con anticuerpos específicos demostraron 
que el poder quimioatrayente que tiene este medio se veía 
disminuido tanto en humanos como en conejos (Guidobaldi et 
al., 2008; Oren-Benaroya et al., 2008). 
El comportamiento de los espermatozoides para acercarse a la fuente de 
cualquiera de estas sustancias quimioatrayentes u otras aún no descritas se 
divide en dos fases (Figura 5). En primer lugar, los espermatozoides capacitados 
se mueven de forma recta en dirección ascendente al gradiente de la sustancia 
con poder atrayente hasta que dejan de sentir el gradiente. En ese momento se 
paran y entran en un momento de receso donde se da un episodio transitorio de 
hiperactivación que acaba en una reorientación del espermatozoide que le 
permite de nuevo nadar en función del gradiente quimiotáctico (Armon y 
Eisenbach, 2011). Finalmente se produce una alternancia intermitente entre un 
patrón simétrico y uno asimétrico de batido flagelar (Chang y Suárez, 2010). 
Aunque de la hiperactivación hablaremos en el siguiente apartado, el papel del 
Ca2+ vuelve a ser esencial para el desarrollo de este fenómeno. La relación 
existente entre quimiotaxis e hiperactivación se pone de manifiesto al demostrar 
que tanto el “bourgeonal” como el “lyral” provocan un aumento de [Ca2+]i en la 
pieza media del flagelo (Spehr et al., 2003; Fukuda et al., 2004; Sperh et al., 
2004; Spehr et al., 2006). En los espermatozoides humanos, la progesterona 
también conduce a un aumento gradual de [Ca2+]i, incluso en oscilaciones en la 
base del flagelo, que se traducen en aumentos en la curvatura del flagelo durante 
su batida (Harper et al., 2004). 
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Figura 5: Modelo del comportamiento espermático ante un gradiente 
quimioatrayente. La intensidad del color de fondo representa la 
concentración del quimioatrayente (Pérez-Cerezales et al., 2015). 
 
La hiperactivación es un tipo especial de movilidad que adquieren los 
espermatozoides que se caracteriza por un patrón de batido flagelar 
extremadamente asimétrico y de gran amplitud que provoca un movimiento del 
mismo similar a un látigo y que conduce al espermatozoide a tener trayectorias 
circulares, en zigzag o en ocho (Figura 6) (Yanagimachi, 1994; Olson et al., 2011). 
Este patrón es esencial para que, en determinados momentos durante el viaje 
por el tracto reproductor femenino, el espermatozoide pueda seguir avanzado por 
el mismo hasta encontrarse con el ovocito (Suárez y Pacey, 2006). Como hemos 
dicho anteriormente, los espermatozoides al entrar en contacto con el plasma 
seminal, donde hay concentraciones más altas de HCO3-, adquieren la movilidad 
activada que conduce a un patrón de batido flagelar de baja amplitud y simétrico, 
lo que provoca que el espermatozoide se mueva en trayectorias lineales (Turner, 
2006). Pero una vez se adentran en el tracto femenino, deben atravesar 
determinados fluidos que presentan una mayor viscosidad, por lo que presentar 
una movilidad hiperactivada es completamente esencial para que puedan 
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alcanzar el lugar de unión con el ovocito (Mullins y Saacke, 1989; Suárez y 
Osman, 1987; Suárez et al., 1992). Por otro lado, el inicio del oviducto funciona 
como reservorio de los espermatozoides, ya que muchos de ellos quedan 
retenidos en las criptas del mismo. Este hecho ocurre gracias a la interacción del 
epitelio del oviducto con determinadas proteínas de la cabeza espermática y 
permite que el espermatozoide mantenga su capacidad fecundante hasta que la 
ovulación se produzca (Pollard et al., 1991; Demott y Suárez, 1992; Suárez y 
Pacey, 2006). Es en ese momento cuando se pierden parte de esas proteínas 
que adhieren a los espermatozoides a estos reservorios y cuando aparece la 
movilidad hiperactivada que ayuda a liberarlos de estas criptas (Demott y Suárez, 
1992; Gwathmey et al., 2003; Ignotz et al., 2007; Suárez, 2008a). Una vez en el 
interior del oviducto, los espermatozoides hacen uso de la movilidad 
hiperactivada para avanzar a través del fluido extremadamente viscoso que 
encuentran allí. Por último, cuando avanzan hacia el ovocito, también necesitan 
este tipo de movilidad para atravesar la matriz extracelular de las células del 
cúmulo y la zona pelúcida una vez desencadenada la reacción acrosómica 
(Suárez, 2008b; Olson et al., 2011). 
Como en otros comportamientos del espermatozoide, el Ca2+ tiene un 
papel central en la regulación de la hiperactivación. Los espermatozoides 
tratados con ionóforos de Ca2+ como el A23187 o la ionomicina se hiperactivan 
(Suárez et al., 1987; Márquez y Suárez, 2007). Del mismo modo, mediante 
sondas fluorescentes intracelulares de unión específica al Ca2+, se ha visto que la 
[Ca2+]i es mayor en los espermatozoides hiperactivos que en los simplemente 
activos (Suárez et al., 1993). En los experimentos con espermatozoides 
demembranados con el detergente Triton X-100, donde los espermatozoides 
quedan inmóviles, el movimiento comienza a recuperarse cuando son expuestos 
a una concentración de Ca2+ de aproximadamente 50 nM. Los primeros 
espermatozoides hiperactivos comienzan a aparecer a concentraciones cercanas 
a 100 nM y la mayoría de ellos presentan hiperactivación cuando la 
concentración se sitúa alrededor de los 400 nM. Estos experimentos ponen de 
manifiesto que el Ca2+ actúa directamente sobre el axonema del flagelo ya que el 
tratamiento con detergente deja a los espermatozoides sin funcionalidad en las 
membranas plasmática, mitocondrial y acrosomal (Ho et al., 2002). La acción del 
Ca2+ está mediada por la CaM y la CaMKII (Ignotz y Suárez, 2005). Si a los 
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espermatozoides demembranados se les extraía también la CaM, el aumento de 
la concentración de Ca2+ no provocaba el inicio de la movilidad ni la 
hiperactivación hasta que no se añadía CaM al medio. Tras la adición de 
inhibidores de CaMKII junto con CaM en presencia de Ca2+ no se producía el 
mismo aumento en el número de espermatozoides hiperactivados que cuando no 
se añadían. La unión Ca2+-CaM podría activar a CaMKII para fosforilar alguna 
proteína del axonema que condicionara la asimetría del batido flagelar (Suárez, 
2008b; Olson et al., 2011). Del mismo modo, ambas proteínas se han 
inmunolocalizado en la pieza principal del flagelo (Schlingmann et al., 2007). 
Hay dos fuentes principales de Ca2+ que pueden conducir a la 
hiperactivación: el Ca2+ extracelular y el Ca2+ intracelular. Ya hemos hablado de 
las vías de entrada del Ca2+ extracelular al espermatozoide y destacado la función 
de los CatSpers, únicos canales cuyos ratones knockout derivan en infertilidad. El 
origen de la infertilidad en estos ratones se debe a la incapacidad de sus 
espermatozoides para hiperactivarse. Estos mismos espermatozoides sí son 
capaces de fecundar in vitro ovocitos desprotegidos de la zona pelúcida, donde la 
hiperactivación no es necesaria (Ren et al., 2001; Quill et al., 2003; Jin et al., 
2007; Qi et al., 2007). Del mismo modo, los espermatozoides de estos ratones no 
pueden ascender por el tracto reproductor femenino hasta alcanzar las 
inmediaciones del ovocito (Ho et al., 2009). Además, su movilidad activada no es 
normal y se asemeja a la que adoptan los espermatozoides tratados con 
quelantes de Ca2+, lo que demuestra que estos canales son esenciales tanto para 
la movilidad activada como para la hiperactivada (Márquez et al., 2007). No se ha 
observado que ninguno de los mutantes knockout para el resto de canales de 
Ca2+ presentes en los espermatozoides sean infértiles, aunque se han detectado 
patrones de movilidad espermática alterados, como es el caso del knockout para 
Cav2.3 (Sakata et al., 2002). Esto no quiere decir que otros canales de Ca2+ no 
puedan influir en la hiperactivación espermática, pero su función no es esencial 
para desencadenar este fenómeno (Suárez, 2008b). 
Las fuentes de Ca2+ intracelular son, como comentamos anteriormente, la 
RNE y el acrosoma. La influencia de estos depósitos de Ca2+ ha sido ampliamente 
estudiada en la descripción de la hiperactivación. En ausencia de Ca2+ 
extracelular, determinados fármacos capaces de liberar el Ca2+ intracelular de 
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sus reservorios, como la tapsigargina o el timerosal, son capaces de provocar 
hiperactivación espermática (Ho y Suárez, 2001b; Ho y Suárez, 2003). La 
inmunolocalización de los canales IP3R y RyR en ambos componentes afianza el 
concepto de la importancia de estos reservorios en la hiperactivación (Olson et 
al., 2011). La entrada del Ca2+ extracelular y la liberación del Ca2+ intracelular se 
pueden complementar y ambas pueden regular la hiperactivación de modo 
conjunto, ya que se ha observado en espermatozoides de ratón, donde la forma 
de la cabeza no es simétrica, que la asimetría del batido flagelar es en un sentido 
u otro dependiendo del origen del Ca2+. Esta estrategia permitiría en 
determinadas ocasiones liberar a los espermatozoides de los reservorios del 
epitelio del tracto reproductor femenino y en otras les permitiría reorientarse en 
función de un gradiente quimiotáctico (Olson et al., 2011). 
Como la hiperactivación no es continua, sino que es un procedimiento 
reversible e inducible en varias ocasiones durante el trascurso del trayecto del 
espermatozoide hasta el ovocito, el descenso de la [Ca2+]i es necesario para 
poder regular este mecanismo. Del mismo modo que antes, el Ca2+ puede ser 
devuelto al medio extracelular o nuevamente secuestrado en algún depósito 
intracelular. La primera vía se realiza principalmente a través de la ATPasa de 
Ca2+ PMCA4, que exporta un ion Ca2+ mientras que introduce uno o dos iones H+ 
con el gasto de una molécula de ATP y se localiza principalmente en la pieza 
principal del flagelo (Wennemuth et al., 2003b; Okunade et al., 2004). El 
intercambiador Na+/Ca2+ actúa tanto para extruir Ca2+ al exterior del 
espermatozoide como para interiorizarlo en algún depósito intracelular. Por cada 
ion Ca2+ que sale del citosol, introduce tres iones Na+. Este intercambiador se ha 
visualizado en la región postacrosomal y en el flagelo (Jiménez-González et al., 
2006; Krasznai et al., 2006). En este sentido, y debido a su proximidad con el 
RNE, también se ha propuesto que las mitocondrias de la pieza media pudieran 
eliminar Ca2+ del citosol a través de un transportador uniporte mitocondrial que 
se activa a [Ca2+]i cercanas a 500 nM, similares a las descritas para la 
hiperactivación (Bravo et al., 2015). 
La forma de medir la hiperactivación en los espermatozoides se basa en 
los sistemas computerizados CASA. La determinación del porcentaje de 
espermatozoides que están hiperactivados en un determinado momento se 
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realiza mediante medidas indirectas que describen el patrón de batido flagelar 
fijando umbrales mínimos para la velocidad curvilínea y la amplitud del 
movimiento lateral de la cabeza y máximos para la linealidad. Estos valores 
deben ser definidos para cada sistema en relación al número de imágenes por 
segundo y a la velocidad de captación de imágenes que tenga el equipo de 
medida (Suárez, 2008b). 
 
Figura 6: Patrones de batido flagelar. (A) Movilidad activada. (B) 
Movilidad hiperactivada (Suárez, 2008b). 
 
El acrosoma es un orgánulo exocitótico derivado del aparato de Golgi y 
localizado en la parte más apical de la cabeza espermática, rodeando al núcleo. 
Su función principal es ayudar al espermatozoide a atravesar las capas que 
rodean al ovocito, como las células del cúmulo y la zona pelúcida (Buffone et al., 
2008; Buffone et al., 2014). El lumen del acrosoma contiene componentes 
solubles y una estructura particular llamada matriz acrosomal (Olson y Winfrey, 
1994). Este lumen está rodeado por una única membrana dividida en dos partes, 
la MAE y la MAI. La MAE se relaciona con la membrana plasmática que rodea al 
acrosoma y la MAI con la membrana nuclear (Buffone et al., 2014). 
Tradicionalmente se ha definido la capacitación espermática como el 
proceso de múltiples cambios que prepara al espermatozoide para poder realizar 
la reacción acrosómica. Los agonistas clásicos que desencadenan la reacción 
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acrosómica, como la zona pelúcida y la progesterona, solo son capaces de inducir 
este fenómeno cuando los espermatozoides han sido capacitados en presencia 
de albúmina y HCO3- (Buffone et al., 2012). La alcalinización intracelular que 
acompaña a la capacitación y está principalmente mediada por el canal Hv1 
(Lishko et al., 2010) y por el intercambiador Na+/H+ (Wang et al., 2007) regula 
indirectamente la reacción acrosómica a través del canal de K+ SLO3, que se 
activa a pH intracelular básico (Martínez-López et al. 2009; Santi et al., 2010). En 
este sentido, la hiperpolarización de la membrana plasmática está íntimamente 
relacionada con la reacción acrosómica, fundamentalmente a través del canal 
SLO3, que incrementa la permeabilidad del K+ en el espermatozoide hasta tres 
veces (Chávez et al., 2013). Los espermatozoides de los ratones knockout para el 
canal SLO3 son incapaces de hiperpolarizar su membrana y de sufrir la reacción 
acrosómica (Santi et al., 2010). Por este motivo, el K+, además de la albúmina y 
el HCO3-, es esencial para que los espermatozoides capacitados puedan realizar 
la reacción acrosómica (Florman et al., 1992). Del mismo modo, los 
espermatozoides no capacitados expuestos a valinomicina, que es un agente 
hiperpolarizante, o a amilorida, que produce la hiperpolarización de la membrana 
a través de los canales ENaCs, sufren la reacción acrosómica una vez son 
expuestos a zona pelúcida o progesterona (De la Vega-Beltrán et al., 2012; Stival 
et al., 2015). Como comentamos anteriormente en relación al potencial de 
membrana, se han descrito dos subpoblaciones en una muestra de 
espermatozoides capacitados en cuanto al potencial de membrana: una de ellas 
tiene un potencial de membrana de aproximadamente -35 mV, similar a los 
espermatozoides no capacitados, y otra lo tiene alrededor de -80 mV (Arnoult et 
al., 1999; Escoffier et al., 2015). Esta característica puede estar relacionada con 
el hecho de que solo una parte de la población de espermatozoides capacitados 
sea capaz de sufrir la reacción acrosómica (Salicioni et al., 2007). En este 
sentido, también se ha demostrado que no toda la población espermática 
reacciona simultáneamente a los estímulos que conducen a la liberación 
acrosomal, probablemente porque se encuentren en diferentes estadíos de la 
capacitación (Harper et al., 2008). El AMPc, mensajero esencial en la 
capacitación espermática, también puede regular este proceso a través del 
intercambiador Na+/H+, ya que posee un sitio de unión regulador para dicho 
segundo mensajero. La apertura de este intercambiador provoca la alcalinización 
del citoplasma espermático conduciendo a la activación del canal SLO3 (Lishko et 
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al., 2012). Cuando la PKA es bloqueada farmacológica o genéticamente, la 
reacción acrosómica no se produce, probablemente por la inhibición de la 
activación de la quinasa Src, ya que el bloqueo farmacológico de esta quinasa 
inhibe la hiperpolarización y la reacción acrosómica provocada por la 
progesterona (Visconti et al., 1995a; Stival et al., 2015). 
Como en todo proceso de exocitosis, el Ca2+ juega un papel esencial en la 
reacción acrosómica (Dan, 1954; Yanagimachi, 1994). Los inductores fisiológicos 
de este proceso mejor estudiados son la proteína ZP3, perteneciente a la zona 
pelúcida, y la progesterona. Ambos provocan incrementos de la [Ca2+]i en el 
espermatozoide. Mientras que la ZP3 produce un aumento súbito de la [Ca2+]i 
con un mantenimiento del nivel intracelular del ion  (Brewis et al., 1996; O’Toole 
et al., 2000), la progesterona provoca un movimiento bifásico del Ca2+ a través de 
la membrana plasmática del espermatozoide compuesta por una entrada rápida 
y transitoria seguida por otra más lenta y sostenida (Figura 7) (Blackmore et al., 
1990; Baldi et al., 1991). Una vez demostrado que la hiperpolarización es 
esencial para que se lleve a cabo la reacción acrosómica, los principales 
candidatos para provocar la entrada de Ca2+ indispensable para que produzca el 
proceso exocitótico fueron los Cavs. De este modo, la despolarización de la 
membrana también sería un mecanismo de control que evitara la reacción 
acrosómica prematura (Arnoult et al., 1996; Florman et al., 1998). Determinados 
estudios con antagonistas de estos canales han puesto de manifiesto su 
importancia en la entrada de Ca2+ necesaria para la reacción acrosómica 
(Darszon et al., 2011). Sin embargo, no se han podido medir las corrientes de 
Ca2+ por patch-clamp y los ratones knockouts para los canales Cav3.1 y Cav3.2 
son fértiles (Wennemuth et al., 2000; Sakata et al., 2001; Sakata et al., 2002). 
Aunque el papel de estos canales en la reacción acrosómica esté en entredicho, 
recientemente se ha documentado que el enriquecimiento local del lípido GM1 
presente en las balsas lipídicas regula la actividad del canal Cav2.3 en la reacción 
acrosómica (Cohen et al., 2014). Por otro lado, la progesterona es capaz de 
inducir la entrada de Ca2+ en el espermatozoide a través de los CatSper a 
concentraciones de 1 nM, y es capaz de provocar la reacción acrosómica a 
concentraciones mayores, en torno a 1 µM (Lishko et al., 2011; Strünker et al., 
2011). La inhibición en ratones de la enzima ABHD2, mediadora entre la 
progesterona y los CatSper, anula parcialmente la reacción acrosómica (Miller et 
Introducción general 
 
49 
 
al., 2016). Sin embargo, la reacción acrosómica mediada por la proteína ZP3 se 
produce en espermatozoides de ratón knockout para alguno de las subunidades 
de los CatSper (Xia y Ren, 2009). Por tanto, otros canales de Ca2+ descritos en el 
espermatozoide pueden tener también un papel relativo en la regulación de la 
reacción acrosómica (Darszon et al., 2011). 
 
Figura 7: Respuesta de [Ca2+]i de los espermatozoides a agonistas 
fisiológicos de la reacción acrosómica. (A) Respuesta a ZP3 (modificado de 
O’Toole et al., 2000). (B) Respuesta a progesterona (modificado de Harper 
et al., 2004). 
La secreción del acrosoma es un proceso irreversible, único y 
unidireccional que se basa en la fusión múltiple de la MAE y la membrana 
plasmática que la rodea, generando vesículas híbridas de membrana plasmática 
y MAE que se liberan junto a citosol y el contenido acrosomal (Figura 8). 
Contrariamente a lo que ocurre en los procesos de exocitosis de las células 
somáticas, no existe reciclaje de la membrana tras la exocitosis ni existe 
endocitosis, por lo que una escasa proporción de la MAE se incorpora a la 
membrana plasmática con la que se fusiona, quedando entonces la MAI como la 
capa más externa de la cabeza del espermatozoide y responsable del 
reconocimiento y unión al ovocito (Okabe, 2013; Tomes, 2015). La MAE y la 
membrana plasmática sufren un cambio morfológico tras aplicarse algún 
estímulo que conduzca a la reacción acrosómica, como la adición del ionóforo de 
Ca2+ A23187 o la progesterona. Antes de dicho estímulo, ambas membranas 
están separadas unos 18 nm. Tras la aplicación del mismo, sufren invaginaciones 
y picos donde se unen, produciéndose los puntos de fusión de ambas que 
originan las vesículas híbridas, que se liberan junto con el contenido acrosomal 
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(Zanetti y Mayorga, 2009; Sosa et al., 2015; Lucchesi et al., 2016; Sosa et al., 
2016). Se han encontrado diversas proteínas encargadas de controlar la 
exocitosis celular en los espermatozoides. En los espermatozoides no 
estimulados, la maquinaria molecular encargada de la fusión, la superfamilia 
SNARE, se encuentra inactiva, en lo que se conoce como configuración cis de 
este sistema (De Blas et al., 2005). La superfamilia Rab, encargada de reconocer 
vesículas exocitóticas y membrana plasmática, también se localiza en 
espermatozoides, donde se ha puesto de manifiesto la presencia de Rab 3 y Rab 
27. Estas proteínas se encuentran unidas a GDP e inactivas en los 
espermatozoides que no se encuentran bajo ningún estímulo que provoque la 
reacción acrosómica (Bustos et al., 2012). Las sinaptotagminas, encargadas de 
la unión al Ca2+ que provoca la exocitosis, también se encuentran inactivas en los 
espermatozoides no estimulados (Roggero et al., 2005), al igual que la proteína 
de fusión NSF (Zarelli et al., 2009). Una vez se somete a los espermatozoides a 
un inductor de la reacción acrosómica, se producen las invaginaciones en la MAE 
y la membrana plasmática. Este hecho es dependiente de AMPc (Lucchesi et al., 
2016; Sosa et al., 2016). Posteriormente, Rab 3 y Rab 27 pasan a su forma 
activa cambiando GDP por GTP, probablemente a través de la acción de la 
proteína ARF6 (Branham et al., 2009; Pelletan et al., 2015), se desfosforila la 
NSF, la cual se une al complejo cis SNARE para desensamblarlo y transformarlo a 
su configuración trans, que estabiliza las uniones entre la MAE y la membrana 
plasmática (Ramalho-Santos y Schatten; 2004; Zarelli et al., 2009) y se 
desfosforila la sinaptotagmina (Castillo Bennett et al., 2010). La unión entre 
ambas membranas que acaba conduciendo a la liberación acrosomal también 
está mediada por los complejos ESCRT (Pocognoni et al., 2015). Una vez en 
contacto ambas membranas, se libera Ca2+ del interior del acrosoma a través de 
los canales sensibles a IP3 provocando un aumento localizado de este ion que 
permite la actividad completa del complejo trans SNARE (Roggero et al., 2007). 
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Figura 8: Representación de la reacción acrosómica. En rojo se representa 
la membrana plasmática y en verde la MAE (modificado de Gadella y Luna, 
2014). 
Por otro lado, los lípidos también regulan la exocitosis del acrosoma, en 
primer lugar, evitando que se produzca de forma prematura gracias a la riqueza 
de la membrana en esteroles que dificultan su fluidez, y posteriormente 
desencadenándola por la pérdida de los mismos asociada a la capacitación 
(Strott e Higashi, 2003). Los lípidos pueden reorganizar la localización de las 
maquinarias encargadas de la fusión plasmática, regular la función de 
determinados canales iónicos como Cav2.3 (Cohen et al., 2014) o la señalización 
a través de algunas rutas de señalización. Las balsas lipídicas pueden actuar en 
este sentido. En las fracciones resistentes a detergentes se han localizado 
numerosas proteínas relacionadas con la reacción acrosómica como algunos 
canales de calcio y algunas proteínas de fusión de la familia SNARE o la NSF 
(Asano et al., 2010). Sin embargo, las proteínas de la familia Rab no se asocian a 
estas fracciones (Pyenta et al., 2001).  
Tradicionalmente se ha considerado que la reacción acrosómica tiene 
lugar cuando el espermatozoide entra en contacto con la zona pelúcida del 
ovocito, ya que el acrosoma contiene enzimas capaces de degradar esta capa, 
como hialuronidasas y acrosina (Yamane, 1930; Leonard y Kurzrok, 1946; 
Zaneveld et al., 1969). El receptor ZP3R, también llamado sp56, es el encargado 
de reconocer la proteína ZP3 de la zona pelúcida y desencadenar la reacción 
Introducción general 
52 
 
acrosómica. Sin embargo, esta proteína se localiza en la MAE, por lo que debe ser 
traslocada a la membrana plasmática durante la capacitación del 
espermatozoide por algún mecanismo no conocido hasta la fecha para que 
pueda reconocer a su sustrato y logre desencadenar el proceso (Cheng et al., 
1994; Kim et al., 2001). Algo similar ocurre con la zonadhesina (Gao y Garbers, 
1998; Tardif et al., 2010; Kongmanas et al., 2015). La liberación del contenido 
acrosomal se produce durante aproximadamente las dos horas posteriores al 
reconocimiento de ZP3 por parte de ZP3R (Buffone et al., 2009). La acrosina, 
proteasa de serinas, facilita y acelera este proceso. La proacrosina se activa en 
acrosina a pH neutro, hidrolizando entonces péptidos de forma similar a la 
tripsina. El pH alcalino del acrosoma mantiene esta enzima inactiva y no es 
funcional hasta que la reacción acrosómica se produce. El bloqueo farmacológico 
o mediante anticuerpos demuestran que es una enzima clave en la degradación 
de la zona pelúcida, aunque los ratones knockout para este gen son fértiles ya 
que solo presentan un retardo temporal en la penetración de la zona pelúcida 
(Baba et al., 1994; Adham et al., 1997; Yamagata et al., 1998). Sin embargo, el 
proteasoma 26S se encuentra tanto en la membrana plasmática como en la MAE 
y la MAI del acrosoma y el bloqueo del sistema ubiquitina-proteasoma sí produce 
efectos netamente negativos sobre la fecundación (Yi et al., 2007; Yi et al., 
2010). Para atravesar completamente la zona pelúcida, los espermatozoides 
también se unen a las proteínas que forman la matriz de la misma, como la ZP2, 
que sirve como ligando para la unión secundaria de los espermatozoides 
acrosomo-reaccionados a la zona pelúcida. Recientemente se ha demostrado que 
esta proteína es necesaria para la completa penetración de la zona pelúcida por 
espermatozoides humanos incluso en ausencia de ZP3 (Avella et al., 2014). La 
movilidad hiperactivada en el espermatozoide también es esencial para poder 
completar con éxito este proceso (Bedford, 1998). Sin embargo, la creación de 
una línea transgénica de ratón donde se unió el gen de la proteína verde 
fluorescente al promotor de la acrosina y el gen de la proteína roja fluorescente a 
un promotor exclusivo de la mitocondria permitió visualizar los espermatozoides 
con el acrosoma intacto y acrosomo-reaccionados in vivo (Hasuwa et al., 2010; 
Hirohashi et al., 2011), demostrándose que la mayoría de espermatozoides 
sufren la reacción acrosómica antes de unirse a la zona pelúcida. De hecho, el 
90% de espermatozoides que consiguen la fecundación han realizado la reacción 
acrosómica antes de unirse a la zona pelúcida (Jin et al., 2011). Esto sugiere que 
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la reacción acrosómica debe producirse a lo largo del tracto reproductor femenino 
o en las células del cúmulo que rodean al ovocito tras la ovulación. Los 
espermatozoides son capaces de degradar el ácido hialurónico, principal 
componente de la matriz extracelular de las células del cúmulo, mediante 
hialuronidasas que se expresan en la membrana plasmática de la cabeza 
espermática, como SPAM1 y Hyal5. Sin embargo, los ratones knockout para estas 
enzimas no presentan infertilidad (Kimura et al., 2009). Las células del cúmulo 
sintetizan y excretan progesterona, un fuerte inductor de la reacción acrosómica, 
que puede provocar la misma mientras los espermatozoides deshacen las 
uniones entre ellas para alcanzar la zona pelúcida (Roldán et al., 1994). En todo 
el tracto reproductor femenino también se han encontrado espermatozoides 
acrosomo-reaccionados incluso antes de estar en contacto con las células del 
cúmulo (Chang y Suárez, 2012; Hirohashi et al., 2015). Esto hace pensar que la 
vida del espermatozoide que ya ha realizado la reacción acrosómica es más larga 
de lo que se pensaba. En este sentido, se han recuperado los espermatozoides 
que ya habían entrado en el espacio perivitelino de un ovocito y se han puesto en 
contacto con nuevos ovocitos rodeados de células del cúmulo, observándose la 
correcta fecundación de estos últimos por parte de los espermatozoides 
acrosomo-reaccionados recuperados (Inoue et al., 2011). 
La reacción acrosómica prepara a los espermatozoides para la 
fecundación (Austin y Bishop, 1958). Los intentos de que la unión 
espermatozoide-ovocito se produzca con espermatozoides que no han realizado 
la reacción acrosómica han sido infructuosos (Yanagimachi, 1994). Tras la 
reacción acrosómica, la parte más externa de éste es la MAI, aunque la fusión 
con el oolema no se produce directamente con la MAI, sino con el segmento 
ecuatorial de la cabeza (Bedford et al., 1979). Aunque esta región no sufre el 
proceso de vesiculización que si experimentan la membrana plasmática y la MAE, 
no presenta capacidad para fusionarse con el ovocito hasta que la reacción 
acrosómica no se ha producido (Bedford, 2004). Uno de los hechos que pueden 
provocar este fenómeno es que el propio contenido acrosomal, una vez liberado, 
actúe también sobre el segmento ecuatorial, activándolo o eliminando inhibidores 
que evitaran que esta región presentara fusogenicidad con otras membranas. En 
este sentido, la acrosina parece actuar sobre la región ecuatorial (Takano et al., 
1993). La proteína SPESP1, componente de los acrosomas, también se 
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encuentra en el segmento ecuatorial de los espermatozoides acrosomo-
reaccionados y la adición de anticuerpos específicos contra ella inhibe el 
reconocimiento espermatozoide-ovocito, al igual que los ratones knockout para 
esta proteína (Wolcowicz et al., 2003; Wolcowicz et al., 2008; Fujihara et al., 
2010; Lv et al., 2010). Las calpaínas, proteasas de cisteínas, se localizan entre la 
membrana plasmática y la MAE y su inhibición provoca un descenso en las 
uniones espermatozoide-ovocito (Rojas y Moretti-Rojas, 2000; Yudin et al., 2000). 
La proteína CD46 se expresa en la superficie espermática solo tras la reacción 
acrosómica, por lo que habitualmente se ha usado como marcador del proceso 
(Anderson et al., 1989; Fenichel et al., 1989; Simpson y Holmes, 1994; Inoue et 
al., 2003). La incubación de espermatozoides acrosomo-reaccionados con 
anticuerpos específicos para esta proteína inhibe la penetración en ovocitos de 
hámster desprovistos de la zona pelúcida por parte de espermatozoides humanos 
(Okabe et al., 1990; Anderson et al., 1993). Sin embargo, los ratones knockout 
para CD46 son fértiles y solo muestran una aceleración en su reacción 
acrosómica (Inoue et al., 2003). Otro hecho demostrado es que tras la reacción 
acrosómica, determinadas proteínas se relocalizan en el espermatozoide y se 
sitúan en el segmento ecuatorial (Flesch y Gadella, 2000). Este es el caso de la 
proteína más importante descrita para la unión espermatozoide-ovocito, IZUMO1, 
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El análisis in vivo de la 
proteína en ratones transgénicos ha demostrado que se mueve desde la MAE y la 
MAI hacia la membrana plasmática de la cabeza espermática hasta que se 
termina asociando con el segmento ecuatorial (Satouh et al., 2012). Esta 
translocación no se ve en los espermatozoides knockout para TSSK6, una 
quinasa de serina/treonina que se libera desde el acrosoma y que parece que 
tiene un papel importante en la relocalización de IZUMO1 (Sosnik et al., 2009). 
Los ratones knockout para IZUMO1 son infértiles ya que sus espermatozoides no 
pueden fusionarse con los ovocitos. Este mismo hecho ocurre cuando los 
espermatozoides acrosomo-reaccionados se incuban con anticuerpos específicos 
para IZUMO1 (Inoue et al., 2005). Recientemente se ha descrito un receptor 
folato 4 en ovocitos que presenta afinidad por IZUMO1 y que ha sido bautizado 
como Juno. Las ratonas knockout para Juno son infértiles porque sus ovocitos 
son incapaces de fusionarse con los espermatozoides (Bianchi et al., 2014). 
Otros experimentos donde se han creado líneas celulares que sobreexpresan 
IZUMO1 han demostrado que para que pueda existir la fusión de estas células 
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con los ovocitos que expresan Juno es necesaria también la función de CD9 
(Chalbi et al., 2014). Otras proteínas, como la fertilina (Cho et al., 1998), la SLLP1 
(Mandal et al., 2003) o la ecuatorina (Hao et al., 2014) experimentan una 
relocalización similar. Sin embargo, la inhibición de su acción o los ratones 
knockout creados se relacionan con una subfertilidad y no con una infertilidad tan 
clara como ocurre con el caso de IZUMO1. 
Tras la entrada en el ovocito, el espermatozoide tiene que ser capaz de 
activarlo. Uno de los primeros hechos que se producen en el gameto femenino es 
la producción de unas oscilaciones de Ca2+ que provocan la exocitosis de los 
gránulos corticales, lo que impide la entrada de otro espermatozoide en el 
ovocito. Se ha propuesto que estas oscilaciones son provocadas por una PLC 
específica de espermatozoide llamada PLCζ (Saunders et al., 2002). La PLCζ se 
localiza en la región post-acrosomal del espermatozoide tras la capacitación y la 
reacción acrosómica (Young et al., 2009). Se ha propuesto que tras la fusión del 
segmento ecuatorial con la membrana del ovocito, la PLCζ es liberada al 
citoplasma ovocitario, siendo capaz allí de hidrolizar PIP2 en IP3 y DAG. El IP3 se 
uniría a sus receptores específicos de los reservorios intracelulares de Ca2+ 
ovocitarios provocando la salida de este ion al citoplasma (Anifandis et al., 2016). 
Diversos estudios apoyan el papel esencial de PLCζ en la activación ovocitaria. En 
primer lugar, si se microinyecta en un ovocito un extracto espermático del que se 
ha eliminado PLCζ, no se producen las oscilaciones de Ca2+ (Yoon y Fissore, 
2007). Por otro lado, si microinyectamos la proteína recombinante de PLCζ, se 
produce la activación ovocitaria (Yoon et al., 2012). Adicionalmente, la 
microinyección de un ARN de interferencia para PLCζ produce un comportamiento 
anómalo en la liberación del Ca2+ intracelular del ovocito (Knott et al., 2005). En 
humanos se han relacionado determinados casos de fallos de fecundación en 
tratamientos de reproducción asistida con deficiencias en la PLCζ espermática, 
observándose incluso anomalías en el desarrollo embrionario temprano en los 
casos en los que se ha conseguido la activación de la fecundación (Yoon et al., 
2008; Ito et al., 2011; Chithiwala et al., 2015). 
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Los altos niveles de estrés oxidativo son capaces de influir en la 
capacidad fecundante del espermatozoide, ya sea porque afecta a su 
funcionalidad, porque produce daños en el ADN del espermatozoide o porque 
afecta al perfil epigenético del mismo (Aitken et al., 2014). No obstante, ciertos 
niveles de radicales libres son necesarios para que se pueda producir la 
capacitación de forma completa, sobre todo a nivel de la fosforilación en los 
residuos de tirosina a través de la inhibición de la fosfatasa de tirosina y de la 
generación de AMPc (Aitken y Nixon, 2013). Los principales radicales que se 
generan en los espermatozoides y que influyen en la capacitación son el peróxido 
de hidrógeno (Bize et al., 1991; Aitken et al., 1995; Rivlin et al., 2004), el anión 
superóxido (De Lamirande y Gagnon, 1993), y el óxido nítrico (Herrero et al., 
2001). La principal fuente de radicales libres en los espermatozoides es la 
mitocondria, sobre todo al nivel de la membrana mitocondrial interna, donde la 
producción de peróxido de hidrógeno genera daños en la pieza media provocando 
una pérdida de movilidad, que puede ser corregida con α-tocoferol (Koppers et 
al., 2008). Otras fuentes que generan radicales libres en los espermatozoides son 
las oxidasas de NADPH como NOX5 y las oxidasas de L-aminoácidos como la 
IL4I1 (Bánfi et al., 2001; Aitken et al., 2015a; Houston et al., 2015). 
El principal efecto de los radicales libres es la peroxidación lipídica (Aitken 
y Clarkson, 1987; Álvarez et al., 1987; Aitken et al., 2016). El alto índice de 
ácidos grasos poliinsaturados que poseen los espermatozoides, especialmente 
susceptibles al ataque de los radicales libres, acaban generando peróxidos 
lipídicos y aldehídos, como el 4-hidroxinonenal, que ejercen una acción inhibitoria 
sobre la movilidad espermática (Jones et al., 1979; Aitken et al., 2010; 
Moazamian et al., 2015). Los radicales de peróxidos lipídicos desestabilizan la 
membrana plasmática porque tienden a absorber átomos de hidrógeno de los 
ácidos grasos poliinsaturados adyacentes, los cuales se unen a átomos de 
oxígeno, generándose un nuevo radical de peróxido lipídico que provoca una 
reacción en cadena que propaga la peroxidación lipídica por toda la membrana. 
La fosfolipasa A2 se adentra en la membrana plasmática para extraer de la 
misma los peróxidos lipídicos para que sean procesados por la glutatión 
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peroxidasa (Van Kuijk et al., 1985). Se generan por tanto lisofosfolípidos en la 
membrana que también la desestabilizan, pudiendo provocar cambios en la 
funcionalidad de las proteínas integrales de membrana, muchas de ellas 
relacionadas con el paso iónico a través de la misma e involucradas en la 
movilidad espermática (Nishikawa et al., 1989; Lundbaek y Andersen, 1994). Por 
otro lado, el 4-hidroxinonenal es capaz de unirse a las mitocondrias y generar a 
su vez más especies reactivas de oxígeno, lo cual fuerza al espermatozoide a 
entrar en rutas apoptóticas (Aitken et al., 2012; Aitken et al., 2015b). 
Los espermatozoides evitan entrar en rutas apoptóticas intrínsecas 
gracias a la acción de la PI3K. Si se inhibe esta enzima, se desencadena una 
cascada apoptótica que se caracteriza por una rápida pérdida de la movilidad, la 
generación de especies reactivas de oxígeno, la externalización de fosfatidilserina 
que es capaz de unirse a anexina V, la vacuolización del citoplasma y el daño 
oxidativo en el ADN del espermatozoide. La acción de PI3K se lleva a cabo a 
través de la fosforilación de otra quinasa, la AKT, la cual fosforila a una proteína 
con efectos anti-apoptóticos llamada BAD. La desfosforilación de BAD genera un 
proceso apoptótico similar al descrito en células somáticas, salvo en la vía por la 
que la apoptosis espermática produce daño en el ADN. En las células somáticas, 
la mitocondria en apoptosis libera endonucleasas o activa las ADNasas 
citoplasmáticas a través de las caspasas. Estas enzimas llegan al núcleo y 
provocan el daño en el ADN. En los espermatozoides, la alta 
compartimentalización hace que estas enzimas no puedan moverse desde la 
pieza media hasta el núcleo situado en la cabeza, por lo que el único daño en el 
ADN espermático que puede generar la vía apoptótica se debe a la acción del 
peróxido de hidrógeno. Es por eso que la mayor parte del daño que se genera en 
el ADN es de origen oxidativo (Koppers et al., 2011). 
La oxidación del ADN espermático se produce principalmente en las zonas 
donde la presencia de protaminas es menor. El efecto del peróxido de hidrógeno 
genera principalmente la oxidación de la guanosina a 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina 
(8OHdG). La ruta de reparación del daño de las bases celulares se compone de 
dos enzimas. Los espermatozoides poseen la primera de ellas, la OGG1, que 
corta la 8OHdG de la cadena de ADN, pero no poseen la APE1, encargada de unir 
una nueva base nitrogenada al sitio que deja la 8OHdG. Por lo tanto, se acaban 
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generando sitios sin base en los lugares donde el estrés oxidativo produjo una 
8OHdG, produciéndose una fragmentación de la doble cadena de ADN, un hecho 
relacionado con la infertilidad masculina (Shen y Ong, 2000; De Iuliis et al., 2009; 
Aitken et al., 2010; Noblanc et al., 2013; Ohno et al., 2014). 
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3. SISTEMA TAQUICINÉRGICO 
Las TKs son un conjunto de pequeños péptidos íntimamente relacionados 
que forman una de las familias peptídicas más conservadas dentro del Reino 
Metazoa (Severini et al., 2002). Ya en el año 1931 se describió que en extractos 
alcohólicos de intestino y de cerebro de caballo había una sustancia estable en 
solución ácida que tenía efectos hipotensos sobre la presión sanguínea y efectos 
contráctiles sobre el intestino de conejos. Mediante estudios farmacológicos, se 
puso de manifiesto que dichas acciones no eran dependientes de acetilcolina ni 
de histamina (Von Euler y Gaddum, 1931). Se trataba de la primera TK descrita, 
la sustancia P, llamada así desde sus orígenes debido a las notas de protocolo 
del laboratorio de sus descubridores. No fue hasta 40 años después cuando pudo 
ser aislada en hipotálamo de vaca para establecer la secuencia y estructura de 
este undecapéptido (Chang y Leeman, 1970; Chang et al., 1971). Posteriormente 
se ha descrito un amplio número de TKs en diferentes organismos, desde 
invertebrados como la Hydra (Taban y Cathieni, 1979; Grimmelikhuijzen et al., 
1981; Pierobon et al., 1989), moluscos (eledoisina) (Erspamer, 1949) o insectos 
(sialicininas) (Champagne y Ribeiro, 1994); prevertebrados como Amphiouxus 
lanceolatus (Lembeck et al., 1985) o Tunicados como Ciona intestinalis (Fritsch 
et al., 1979; Fritsch et al., 1980; O’Neil et al., 1987); hasta vertebrados (Severini 
et al., 2002). En este último grupo hay que destacar la amplia variedad de TKs 
halladas en el tegumento de los anfibios. Entre ellas, las más importantes son la 
fisalaemina (Erspamer et al., 1964) o la kassinina (Anastasi et al., 1977). 
Curiosamente la primera TK fue descrita en mamíferos, pero no se hallaron más 
en este grupo hasta principios de los años 80, cuando se descubrieron en 
extractos ácidos de espina dorsal de cerdo la neurocinina A y la neurocinina B 
(Kangawa et al., 1983; Kimura et al., 1983; Kimura et al., 1984). Aunque se 
hayan detectado TKs en cnidarios y ctenóforos, de simetría radial, estos péptidos 
aparecen en la mayoría de especies con simetría bilateral. El hecho de que las 
TKs se expresen en especies que divergieron hace millones de años nos lleva a 
pensar en la importancia de las mismas en la fisiología animal y su enorme éxito 
evolutivo. 
Las TKs han sido consideradas tradicionalmente neuropéptidos, ya que la 
principal localización de las TKs, tanto en invertebrados como en vertebrados, es 
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el tejido nervioso. En mamíferos, tanto la SP como la NKA y la NKB se expresan 
fundamentalmente en el sistema nervioso central (Kanazawa y Jessell, 1976; 
Emson et al., 1980; Cooper et al., 1981; Douglas et al., 1982; Kangawa et al., 
1983; Kanazawa et al., 1984; Merchenthaler et al., 1992; Goubillon et al., 2000) 
y en la espina dorsal (Ogawa et al., 1985; Moussaoui et al., 1992) mientras que 
la SP y la NKA aparecen también en el sistema nervioso periférico (Lembeck y 
Holzer, 1979; Holzer, 1988; Moussaoui et al., 1992; Maggi, 2000), 
principalmente en neuronas sensoriales primarias aferentes, aunque su 
presencia también se ha detectado en neuronas eferentes. Desde ellas son 
liberadas, en ambos casos, como neurotransmisores excitatorios (Maggi, 2000). 
Los sistemas más ampliamente inervados por las TKs son el genitourinario 
(Candenas et al., 2005), el gastrointestinal (Shimizu et al., 2008) y el respiratorio 
(De Swert y Joos, 2006). De hecho, la mayor fuente de TKs a nivel periférico son 
las terminaciones nerviosas sensibles a capsaicina que presentan el receptor 
TRPV1 (Holzer, 1988; Moussaoui et al., 1992). A nivel del sistema nervioso 
periférico también se han localizado en fibras nerviosas resistentes a capsaicina 
de, entre otros tejidos, las vías respiratorias, así como en el sistema nervioso 
entérico del aparato digestivo (Maggi, 2000), tanto en el plexo mientérico como 
en el plexo submucoso. En los últimos años, multitud de trabajos están 
demostrando que las TKs no son exclusivas del sistema nervioso y que se 
expresan en una amplia gama de células no neuronales, como las células del 
sistema inmune (Klassert et al., 2008), células musculares lisas del aparato 
respiratorio (Maghni et al., 2003), células del aparato reproductor femenino 
(Patak et al., 2003; Pintado et al., 2003), testículo (Schulze et al., 1987; 
Chiwakata et al., 1991) o placenta (Page et al., 2000). Además, los miembros 
descritos más recientemente en mamíferos, como la HK-1 (Zhang et al., 2000; 
Kurtz et al., 2002) y sus ortólogos humanos, EKA, EKB, EKC y EKD (Page et al., 
2003) han sido descubiertos en células no neuronales. En estos tipos celulares 
no neuronales, la función de las TKs podría ser principalmente la de actuar como 
reguladores endocrinos, paracrinos o autocrinos (Pennefather et al., 2004; 
Candenas et al., 2005). 
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Esta familia de pequeños péptidos se caracteriza por la presencia de la 
secuencia C-terminal amidada común Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2 (Almeida et al., 
2004; Pennefather et al., 2004; Candenas et al., 2007). Esta secuencia 
pentapeptídica puede presentar ciertas modificaciones en determinadas TKs de 
invertebrados, que, generalmente, poseen una arginina amidada terminal en 
lugar de la metionina, denominándose en estos casos como “péptidos similares a 
las TKs”. Pueden aparecer excepciones a esta regla y existen “péptidos similares 
a las TKs” en vertebrados como las endocininas EKC y EKD, y TKs auténticas en 
invertebrados, como la eledoisina (Severini et al., 2002). Las secuencias 
aminoacídicas de SP, NKA y NKB están conservadas en todas las especies de 
mamíferos, sin embargo, la de la HK-1 difiere en roedores (rata y ratón) respecto 
a la de humanos, tanto en la posición X del pentapéptido característico de las 
TKs, como en el extremo N-terminal (Tabla 1). 
Tabla 1: Genes y secuencias aminoacídicas de las TKs de mamíferos. 
Especie TK Gen Secuencia 
Mamíferos SP Tac1/TAC1 Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2 
Mamíferos NKA Tac1/TAC1 His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2 
Mamíferos NKB Tac2/TAC3 Asp-Met-His-Asp-Phe-Phe-Val-Gly-Leu-Met-NH2 
Rata/Ratón HK-1 Tac4 Arg-Ser-Arg-Thr-Arg-Gln-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met-NH2 
Humano HK-1 TAC4 Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-Gln-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2 
Humano EKC TAC4 Lys-Lys-Ala-Tyr-Gln-Leu-Glu-His-Thr-Phe-Gln-Gly-Leu-Leu-
NH2 
Humano EKD TAC4 Val-Gly-Ala-Tyr-Gln-Leu-Glu-His-Thr-Phe-Gln-Gly-Leu-Leu-
NH2 
 
Las TKs son transcritas y traducidas en mamíferos a partir de tres genes 
distintos. En humanos, el gen TAC1 (Tac1 en otros mamíferos) (Nawa et al., 
1984), se localiza en la posición cromosómica 7p21-q22 y codifica la SP, la NKA, 
el NPK (Tatemoto et al., 1985) y el NPγ (Kage et al., 1988). Estos dos últimos 
péptidos son formas extendidas por el extremo N-terminal de la NKA, constituidos 
por 36 y 20 aminoácidos, respectivamente. Este gen presenta siete exones que 
generan un pre-ARN mensajero, que, por splicing alternativo, acaba generando 
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cuatro isoformos distintos de ARNm: la variante α, que carece del exón 6; la 
variante β, con la presencia de los siete exones; la variante γ, que carece del exón 
4; y la variante δ, que no presenta ni el exón 4 ni el 6 (Nawa et al., 1984; 
Kawaguchi et al., 1986; Harmar et al., 1990). La SP se genera a partir del exón 3, 
por lo que se sintetiza desde cualquiera de los cuatro isoformos de TAC1. La NKA 
se crea a partir de una secuencia que se localiza en el exón 6, por lo que solo se 
traduce cuando los isoformos expresados son el β o el γ. El NPK aparece al 
traducir los exones 4, 5 y 6, por lo que se sintetiza a partir del isoformo β. Por 
último, el NPγ se origina desde las secuencias del exón 5 y 6, apareciendo solo 
cuando es el isoformo γ el que es transcrito (Figura 9). 
La NKB es la única TK sintetizada a partir del gen humano TAC3 (Tac2 en 
otros mamíferos). Concretamente la secuencia codificante de dicho péptido se 
encuentra en el exón 5 de este gen humano de 7 exones (Figura 9). El gen TAC3 
se localiza en la posición cromosómica 12q13-q21. 
El gen Tac4 fue inicialmente identificado en ratón (Zhang et al., 2000). 
Los genes ortólogos se descubrieron posteriormente en rata y en humano (TAC4) 
(Kurtz et al., 2002; Page et al., 2003). En humanos, este gen, localizado en la 
posición cromosómica 17q21.33, codifica dos formas extendidas por el extremo 
N-terminal de HK-1, una de 47 aminoácidos llamada EKA, y otra de 41 
aminoácidos llamada EKB. Además, TAC4 también codifica dos “péptidos 
similares a las TKs” como son la EKC y la EKD, donde el último aminoácido del 
pentapéptido común es una leucina, en lugar de la metionina característica de las 
TKs auténticas (Page et al., 2003; Page, 2006). Este gen tiene 5 exones que 
generan cuatro variantes de splicing denominadas α, β, γ y δ (Figura 9). La 
secuencia que codifica la EKA se encuentra en los exones 1 y 2, con la secuencia 
que codifica la HK-1 contenida en el exón 2. La secuencia que codifica la EKC 
está contenida en los exones 3 y 4 y la secuencia que codifica la EKD se 
encuentra solamente en el exón 4. Finalmente, la secuencia que codifica la EKB 
se genera mediante splicing alternativo del final del exón 1, que causa la deleción 
de seis aminoácidos en medio de la secuencia de la EKA. Así, la variante α de 
TAC4 contiene los exones 1, 2, 3, 4 y 5 y presenta dos subvariantes: αTAC4v1, 
que genera EKA y EKC y αTAC4v2 que genera EKB y EKC. La variante β presenta 
los exones 1, 2, 4 y 5, y codifica la EKB y la EKD (Figura 9). Las variantes γ y δ 
presentan los exones 1, 2, 3 y 5, y 1, 2 y 5, respectivamente, y codifican 
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solamente la EKB. En ratón y en rata no se han descrito variantes de splicing y el 
gen Tac4 solo transcribe la HK-1 (Figura 9). 
 
Figura 9: Esquema de los exones de los genes humanos que codifican para 
las TKs (Candenas et al., 2007). 
La síntesis y transporte de las TKs comienza por la traducción de los 
ARNm maduros de los genes TAC1, TAC2 y TAC3 (Pennefather et al., 2004). Se 
genera un largo polipéptido denominado prepropéptido que contiene un péptido 
señal, una o varias copias de la TK o las TKs correspondientes a la variante de 
splicing en síntesis, y uno o varios espaciadores. El péptido señal permite al 
péptido en formación unirse y entrar al retículo endoplasmático durante la 
síntesis del mismo en el ribosoma y es inmediatamente cortado, permitiendo la 
formación del propéptido, idéntico al prepropéptido pero sin péptido señal. El 
propéptido es transportado al aparato de Golgi, donde se eliminan los 
espaciadores, liberándose los péptidos finales activos. En las neuronas, estos 
péptidos activos se empaquetan en gránulos secretores y se transportan por el 
exón hasta las terminaciones nerviosas. Sin embargo, el almacenamiento y 
posible liberación de las TKs en otros tipos celulares no está bien descrito 
(Holmgren y Jensen, 2001; Page et al., 2003; Satake y Kawada, 2006; Candenas 
et al., 2007). 
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La acción biológica de las TKs está controlada por su degradación 
enzimática mediante peptidasas. La endopeptidasa neutra EC 3.4.21.11, 
también llamada encefalinasa o NEP, es la enzima más importante del 
metabolismo de las TKs y está codificada por el gen MME localizado en la 
posición cromosómica 3q25.1-25.2  (Regoli et al., 1994). Muchas de las acciones 
descritas in vitro para las TKs están influenciadas por la acción de esta enzima 
degradadora y han de realizarse en presencia de inhibidores de la misma (Patak 
et al., 2003). Esta metaloproteasa dependiente de Zn2+ pertenece a la familia de 
las proteínas integrales de membrana tipo II, con un corto dominio citoplasmático 
y un largo dominio extracelular que contiene el sitio activo (Malfroy et al., 1988). 
Aparece como homodímero unido no covalentemente donde cada cadena 
polipeptídica tiene un peso molecular aproximado de 100 kDa, tiene altos niveles 
de glicosilación y posee cuatro residuos de cisteína relacionados con su 
estructura y función (Shimada et al., 1996). Su distribución tisular es muy amplia, 
e incluso se han descrito en los prostasomas del semen (Fernández et al., 2002; 
Carlsson et al., 2006). Recientemente, se ha descrito una segunda enzima, la 
NEP2, que presenta una alta homología con la NEP y se expresa principalmente 
en los testículos y en todas las células de la espermatogénesis. La NEP2 es 
codificada por el gen MMEL1 (Ikeda et al., 1999; Ghaddar et al., 2000; Ouimet et 
al., 2000). Los ratones knockout para NEP2 presentan una función testicular y 
espermática normal, pero son subfértiles porque presentan una baja tasa de 
fecundación y desarrollo embrionario anormal (Carpentier et al., 2004). 
 
La acción biológica de las TKs está mediada por receptores específicos de 
membrana que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteínas 
G, concretamente a la familia 1, cuyo principal representante es la rodopsina. En 
mamíferos, incluyendo humanos, se han descrito tres receptores distintos con 
alta afinidad por las TKs que se han denominado NK1, NK2 y NK3. Los tres 
presentan siete hélices α transmembrana hidrofóbicas con tres lazos 
extracelulares y tres lazos intracelulares, quedando el extremo N-terminal en el 
lado extracelular y el extremo C-terminal en el citoplasma celular (Figura 10) 
(Nakanishi, 1991; Gerard et al., 1993; Maggi, 1995; Pennefather et al., 2004; 
Candenas et al., 2007). 
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Figura 10: Esquema del receptor taquicinérgico NK2 (modificado de 
Pennefather et al., 2004). 
En todas las especies de mamíferos, el receptor NK1 presenta 407 
aminoácidos. Sin embargo, el receptor NK2 tiene 402 aminoácidos en cobaya, 
390 aminoácidos en rata y 398 residuos en humano, al igual que el receptor NK3, 
que tiene 465, 452 y 440 aminoácidos en humano, rata y cobaya, 
respectivamente (Severini et al., 2002; Almeida et al., 2004). 
Cada receptor taquicinérgico es codificado por un gen. El gen TACR1 
codifica el receptor NK1, el gen TACR2 el receptor NK2 y el gen TACR3 codifica el 
receptor NK3 (Tabla 2). Los tres genes tienen una alta similitud estructural y 
contienen cinco exones separados por intrones que interrumpen la secuencia 
codificante en los mismos puntos, de forma que los sitios de splicing se 
encuentran en todos ellos en los extremos de los dominios transmembrana 
(Pennefather et al., 2004). La generación de variantes de splicing puede dar lugar 
a diferentes conformaciones de los receptores, que a su vez pueden mostrar 
diferencias en la afinidad por las TKs. La más estudiada es la presencia de dos 
isoformos generados a partir de TACR1, que originan una forma corta del receptor 
NK1, con 96 aminoácidos menos en el extremo C-terminal y una afinidad diez 
veces menor por la SP que la forma extendida. La expresión de la forma corta de 
NK1 parece tener relación con procesos patofisiológicos (Caberlotto et al., 2003; 
Patel et al., 2005; Lai et al., 2006; Gillespie et al., 2011). 
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Tabla 2: Genes de los receptores de las TKs en humanos. 
Receptor Gen Localización cromosómica 
NK
1
 TACR1 2p13.1-p12 
NK
2
 TACR2 10q11-q21 
NK
3
 TACR3 4q25 
 
Todas las TKs pueden actuar como agonistas de los tres receptores 
taquicinérgicos, pero no todas presentan la misma afinidad por cada uno de ellos. 
El receptor NK1 es activado preferentemente por la SP y la HK-1, mientras que el 
receptor NK2 se une con mayor afinidad a la NKA y el receptor NK3 a la NKB. Los 
neuropéptidos NPK y NPγ reconocen preferentemente al receptor NK2, aunque 
también presentan buena afinidad por el receptor NK1. Por otro lado, EKB tiene 
preferencia por el receptor NK1, mientras que EKC y EKD producen una activación 
leve del receptor NK3 (Page et al., 2003; Pennefather et al., 2004; Candenas et 
al., 2007). Analizando la estructura química de las TKs, se deduce que la afinidad 
por el receptor NK1 se favorece por la presencia de un residuo aromático en la 
posición “X” del motivo C-terminal de la TK, la presencia de dos residuos 
aromáticos en las posiciones 4 y 5 y la presencia de un aminoácido neutro o 
básico en la posición 7 desde el extremo C-terminal (Severini et al., 2002; 
Almeida et al., 2004). Por otro lado, los estudios tridimensionales de las TKs en 
solución han demostrado que todas las TKs adoptan una conformación en forma 
de α-hélice en la región central que puede ser importante para el reconocimiento 
de los receptores taquicinérgicos. Sin embargo, la SP, la NKA y la NKB muestran 
diferencias en su perfil hidrofóbico que podría explicar sus diferentes afinidades 
preferenciales por cada uno de los tres receptores taquicinérgicos. Por un lado, la 
SP adopta conformaciones extendidas en sus regiones C-terminal y N-terminal, 
mientras que la NKA solo presenta extendida la región N-terminal y la NKB 
adquiere una conformación plegada en ambos extremos (Young et al., 1994; 
Whitehead et al., 1998; Chandrashekar y Cowsik, 2003; Mantha et al., 2004). 
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Los receptores taquicinérgicos se encuentran acoplados a proteínas Gq/11 
que se encargan de activar a la PLC para que hidrolice el PIP2 de la membrana en 
dos importantes segundos mensajeros: IP3 y DAG. DAG se encarga de activar a 
PKC, que inicia una ruta de señalización basada en fosforilaciones. Por otro lado, 
IP3 activa receptores localizados en los reservorios intracelulares de Ca2+, 
favoreciendo la liberación citoplasmática del mismo. Por otra parte, la unión de 
las TKs a sus receptores también puede inducir despolarización de la membrana 
y entrada del Ca2+ extracelular a través de los canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje tipo L o de canales no selectivos de cationes. Todo ello conduce a un 
aumento de la [Ca2+]i (Suman-Chauhan et al., 1990; Torrens et al., 1995; 
Magraner et al., 1997; Shintani et al., 2000; Warner et al., 2000; Lecci y Maggi, 
2001; Cao et al., 2006; Kovac et al., 2006). 
Los receptores taquicinérgicos también pueden acoplarse a proteínas Gs o 
proteínas Gi cuya actividad regula a la adenil ciclasa e interfiere en los niveles 
intracelulares de AMPc. La vía de señalización activada depende del receptor y 
también puede ser dependiente de la TK que active a cada uno de los receptores 
taquicinérgicos. Así, el receptor NK1, que une con alta afinidad tanto a SP como a 
NKA, no genera la misma respuesta si es una u otra la TK que se une al mismo, 
ya que, si es la SP, aumentan los niveles intracelulares de Ca2+, de IP3 y de AMPc, 
mientras que cuando es la NKA la que activa al receptor NK1, solo aumentan los 
niveles de Ca2+ y de IP3. Este hecho puede deberse a la existencia de distintos 
isoformos, como los descritos anteriormente para el receptor NK1, o puede 
deberse a que los sitios de unión de cada una de las TKs presentan diferencias 
y/o son capaces de inducir distintas conformaciones en los receptores 
(Rosenkilde et al., 1994; Sagan et al., 1996; Palanche et al., 2001; Lecat et al., 
2002; Alves et al., 2006). 
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El posible papel que pueden desempeñar tanto las TKs como los 
receptores taquicinérgicos en los sistemas reproductores masculino y femenino 
no está definido de la misma manera para ambos sistemas. Mientras que los 
estudios llevados a cabo en testículo definen someramente la presencia o 
expresión de determinados componentes del sistema taquicinérgico y su posible 
función, los hallazgos en el aparato reproductor femenino analizan en mayor 
profundidad el papel de las TKs en la función uterina (Pinto et al., 1999; 
Candenas et al., 2001; Cintado et al., 2001; Pinto et al., 2001; Crane et al., 2002; 
Patak et al., 2003; Pennefather et al., 2004; Pintado et al., 2003; Pinto et al., 
2009; Pinto et al., 2015). En esta Tesis Doctoral nos centraremos en la 
descripción del papel de las TKs en el sistema reproductor masculino. 
Además de en determinadas fibras nerviosas que inervan el testículo, la 
SP se ha detectado en las células de Leydig de diversas especies (Schulze et al., 
1987; Angelova y Davidoff, 1989; Angelova et al., 1991a; Kulkarni et al., 1992; 
Middendorff et al., 1993). En estas células, cultivadas de forma individual, 
también se ha demostrado la presencia del ARNm de los genes Tac1, TACR1 y 
TACR2 (Chiwakata et al., 1991). La SP se ha detectado en las células de Leydig 
de rata mediante estudios inmunohistoquímicos, demostrándose que su 
expresión disminuye al administrar estrógenos y aumenta con la testosterona 
(Ortega et al., 2004; Ortega et al., 2006). En testículos donde se han eliminado 
selectivamente las células de Leydig, se sigue detectando la presencia de SP y 
NKA, lo que sugiere que otras células testiculares distintas también deben 
sintetizar TKs (Debeljuk et al., 2003). Estas células pueden ser las células de 
Sertoli, ya que se ha observado la expresión de Tac1 en cultivos de este tipo 
celular. La transcripción de este gen en estas células se produce desde la etapa 
prepuberal hasta la edad adulta (Debeljuk et al., 1995).  También se ha descrito 
la presencia de la SP en espermátidas y en espermatogonias pero con una 
intensidad mucho menor (Kulkarni et al., 1992). En un estudio más reciente, no 
se detectó la SP en los túbulos seminíferos de rata (Artico et al., 2007). La 
presencia de la SP también se ha demostrado en espermatozoides humanos, de 
toro y de rata, al igual que en plasma seminal (Sastry et al., 1991). 
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Desde el punto de vista funcional, la adición de SP, NKA o NPK a 
fragmentos testiculares o a células de Leydig aisladas provoca en este tipo 
celular un descenso de la liberación de testosterona basal  y de la inducida por 
LH o hCG (Angelova et al., 1991b; Angelova et al., 1991c; Debeljuk y Bartke, 
1994). También se ha descrito la reducción del número de receptores de LH en 
las células de Leydig como respuesta a la exposición a SP (Kanchev et al., 1995). 
Este efecto debe estar mediado por los receptores taquicinérgicos (Chiwakata et 
al., 1991). En las células de Sertoli, la adición de SP, NKA o NKP estimula la 
liberación de lactato y transferrina, factores importantes para el correcto 
desarrollo meiótico de la espermatogénesis. Si esta adición se realiza en 
presencia de testosterona, NKA induce también la liberación de estrógenos desde 
las células de Sertoli, lo que sugiere que deben activar la aromatasa mediante 
algún mecanismo no descrito (Rao et al., 1995). Es curioso que las TKs 
produzcan un efecto inhibitorio en las células de Leydig y sin embargo provoquen 
un efecto estimulador en las células de Sertoli (Debeljuk et al., 2003). Por otro 
lado, la inhibición de los receptores taquicinérgicos provoca una disminución de 
la espermatogénesis y cambios histopatológicos en el testículo, principalmente 
mediados por el receptor NK3, en perros (Noritake et al., 2011). Al tratarse de 
tratamientos sistémicos, no queda del todo claro en este estudio que los cambios 
observados se deban a efectos a nivel periférico o del sistema nervioso central 
(Noritake et al., 2011). 
En espermatozoides humanos, donde se ha descrito la presencia de SP, 
también se ha puesto de manifiesto que la adición de dicha TK estimula la 
movilidad espermática a bajas dosis durante 4 horas. A dosis mayores, la SP 
disminuye la movilidad (Sastry et al., 1991). 
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4. SISTEMA DE LA KISSPEPTINA/KISS1R 
En 1996 se descubrió que el descenso en la expresión de un ARNm en las 
células de melanoma provocaba la metástasis de estas células cancerígenas. La 
expresión de este ARNm era esencial para que las células cancerígenas no se 
convirtieran en malignas y pudieran comenzar a desencadenar mecanismos de 
migración. El gen que codifica este ARNm fue llamado KISS1, por lo que fue 
catalogado como un gen supresor de tumores (Lee et al., 1996). La transfección 
de KISS1 en células cancerígenas derivadas de cáncer de mama demostró 
nuevamente la capacidad inhibitoria de metástasis de este producto génico (Lee 
y Welch, 1997). Por otro lado, en la búsqueda de nuevos receptores asociados a 
proteínas G se descubrió un receptor huérfano llamado GPR54 (Lee et al, 1999). 
Aunque este receptor tenía una alta homología con el receptor humano de la 
galanina GALR2, ningún péptido conocido hasta ese momento era capaz de 
activarlo en cultivos celulares transfectados con este receptor (Bloomquist et al., 
1998). Sin embargo, la adición de extractos placentarios a estas líneas celulares 
sí provocó un aumento de [Ca2+]i. Mediante cromatografía líquida se purificó el 
péptido responsable de la activación de este receptor y resultó ser el producto de 
expresión del gen KISS1, que en principio se bautizó como metastina (Ohtaki et 
al., 2001). Este mismo estudio describió por PCR cuantitativa los tejidos donde 
los transcritos de KISS1 y del receptor GPR54 presentaban un mayor nivel de 
expresión. KISS1 se observó en altos niveles en placenta y testículo y en niveles 
moderados en páncreas, hígado e intestino delgado, mientras que GPR54 se 
localizó principalmente en placenta y páncreas y presentó una expresión 
moderada en testículo, bazo, leucocitos de sangre periférica y ganglios linfáticos.  
 
Las kisspeptinas constituyen una familia de péptidos relacionados 
estructuralmente codificados todos ellos por el gen KISS1. Dicho gen se localiza 
en el cromosoma 1q32.1 (West et al., 1998). Curiosamente, esta región del 
cromosoma 1 suele perderse en los cánceres de mama en estadíos avanzados 
(Lee y Welch, 1997). El gen KISS1 humano se compone de cuatro exones, siendo 
los dos primeros no codificantes (West et al., 1998). También se ha propuesto la 
posibilidad de que KISS1  presente sólo tres exones, de forma que solo el primer 
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exón sería no codificante (Luan et al., 2007). En humanos, todas las kisspeptinas 
descritas derivan de un único precursor transcrito desde los dos últimos exones 
del gen KISS1. Este precursor o preprokisspeptina tiene 145 aminoácidos, 
conteniendo un péptido señal de 19 aminoácidos, dos sitios de corte dibásico en 
los aminoácidos 57 y 67 y un sitio de corte final entre los aminoácidos 121 y 124. 
El péptido generado entre los aminoácidos 68 y 121 del prepropéptido contiene 
54 aminoácidos, es de naturaleza ácida y se conoce como kisspeptina-54. Este 
péptido es el que tradicionalmente se denominó metastina. Otras formas de 
kisspeptina de menor peso molecular descritas son la kisspeptina-14, que 
contiene la secuencia comprendida entre el aminoácido 108 y 121; la 
kisspeptina-13, con la secuencia entre los aminoácidos 109 y 121; y la 
kisspeptina-10, con la secuencia localizada entre los aminoácidos 112 y 121 
(Figura 11). Todos estos péptidos comparten el extremo C-terminal, el cual 
finaliza con la secuencia Arg-Phe, susceptible de amidación. De este modo, se 
pone de manifiesto que el extremo N-terminal del péptido no es necesario y que 
solo los últimos 10 aminoácidos son necesarios para llevar a cabo su acción 
biológica. De todas maneras, existe mucha controversia sobre si los miembros 
más pequeños de la familia de la kisspeptina se generan endógenamente por 
diferentes procesos proteolíticos o si son generados por degradación del péptido 
mayor, la kisspeptina-54 (Kotani et al., 2001; Muir et al., 2001; Bilban et al., 
2004; Colledge, 2008). Las kisspeptinas con el extremo C-terminal libre sin 
amidar tienen una acción biológica mucho menor (Ohtaki et al., 2001). Las 
secuencias descritas para la kisspeptina-14 en diversas especies se muestran en 
la Tabla 3. Se observa que el último aminoácido fenilalanina solo está presente 
en humanos y en chimpancés. 
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Figura 11: Esquema del gen KISS1 y de la generación de las kisspeptinas a 
partir de su transcripción (modificado de Pinilla et al., 2012). 
Tabla 3: Comparación de las secuencias de la kisspeptina-14 entre especies 
(Colledge, 2008). 
Especie Secuencia kisspeptina-14 
Humano Asp-Leu-Pro-Asn-Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Phe-NH2 
Chimpancé Asp-Leu-Pro-Asn-Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Phe-NH2 
Ratón Asp-Leu-Ser-Thr-Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH2 
Rata Asp-Met-Ser-Thr-Ala-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH2 
Oveja Asp-Val-Ser-Thr-Ala-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Tyr-NH2 
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El receptor GPR54 fue descubierto al amplificar una librería de ADNc de 
cerebro de rata con primers de secuencias conservadas de la familia de 
receptores de membrana acoplados a proteínas G similares a la rodopsina (Lee et 
al., 1999). Posteriormente, su ortólogo humano fue clonado y se nombró AXOR12 
o hOT7T175 (Muir et al., 2001). Hasta que no se descubrió que este receptor era 
activado por las kisspeptinas, no empezó a denominarse KISS1R (Clements et al., 
2001; Kotani et al., 2001; Ohtaki et al., 2001). El gen que codifica este receptor 
tiene cinco exones y cuatro intrones y su localización cromosómica en humanos 
es 19p13.3. Al analizar el promotor del gen mediante estudios de mutagénesis 
dirigida, se han localizado en su extremo 5’ tres sitios consenso SP1 implicados 
en la expresión del mismo. Del mismo modo, se ha descrito un elemento sensible 
a estrógenos que actuaría como represor de la expresión génica del gen KISS1R 
(DeFino et al., 2010). En humanos, este gen codifica una proteína de 398 
aminoácidos mientras que los homólogos de rata y de ratón tienen 396 y 395 
aminoácidos respectivamente (Kaiser y Kuohung, 2005; Colledge, 2008). La 
secuencia aminoacídica está muy conservada entre especies, con un 95% de 
homología entre la rata y el ratón y un 82% entre el ratón y el humano, llegando al 
98% en los segmentos transmembrana (Kaiser y Kuohung, 2005). La proteína 
KISS1R se compone de siete dominios transmembrana con tres lazos 
extracelulares y otros tres intracelulares, presentando el extremo N-terminal hacia 
la cara extracelular y el extremo C-terminal hacia la cara intracelular (Figura 12). 
Hasta la fecha, no hay datos que pongan de manifiesto una posible 
homodimerización o heterodimerización de este receptor consigo mismo o con 
algún otro receptor (Pinilla et al., 2012). 
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Figura 12: Esquema del receptor KISS1R. En rojo se representan las 
mutaciones que inactivan el receptor y en azul las que lo activan 
(modificado de Pinilla et al., 2012). 
 
 
El receptor KISS1R se acopla a proteínas Gq/11, probablemente a través 
de su segundo lazo intracelular (Seminara et al., 2003; Wacker et al., 2008). Esta 
proteína Gq/11 se encarga de activar la PLC, que, como ya hemos descrito, 
hidroliza PIP2 en IP3 y DAG. El IP3 provoca la liberación de Ca2+ desde los 
reservorios intracelulares de este ion (Kotani et al., 2001; Stafford et al., 2002). 
El DAG activa la PKC, la cual fosforila a las MAPKs, como ERK1/2 y p38 (Kotani et 
al., 2001; Ringel et al., 2002). Las MAPKs activadas por esta ruta pueden ser las 
responsables de los efectos antimetastásicos de la kisspeptina (Castaño et al., 
2009). Según el tipo celular estudiado, el conjunto de quinasas activados por 
esta vía es variable (Kotani et al., 2001; Ringel et al., 2002; Masui et al., 2004; 
Castellano et al., 2006a). También se ha visto que en las células transfectadas 
para la expresión de este receptor se incrementa la síntesis de ácido 
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araquidónico (Kotani et al., 2001). Por otro lado, la sobreexpresión de KISS1 
reduce la expresión de NFkB, factor de transcripción de la metaloproteasa de 
matriz MMP-9. Por tanto, se produce menos cantidad de esta metaloproteasa, 
hecho que puede prevenir la propagación tumoral (Yan et al., 2001). En otros 
estudios, la expresión de la kisspeptina se ha relacionado con la inducción de 
apoptosis (Becker et al., 2005; Navenot et al., 2009). Además de la unión a 
proteínas G, se ha descrito que KISS1R tiene una íntima relación con la 
subunidad catalítica de la fosfatasa de serinas y treoninas PP2A (Evans et al., 
2008) y con determinadas β-arrestinas (Pampillo et al., 2009; Szereszewski et al., 
2010). Por último, los mecanismos de desensibilización de KISS1R parecen estar 
relacionados con la internalización de los receptores activados tras la unión del 
ligando (Pampillo et al., 2009). Lo que parece claro es que la activación de 
KISS1R no desencadena la activación del sistema adenil ciclasa/AMPc/PKA 
(Pinilla et al., 2012). 
 
 
 
La correlación entre la presencia de mutaciones puntuales en KISS1R y 
KISS1 y los casos de hipogonadismo hipogonadotropo en humanos puso de 
manifiesto el papel clave de este sistema en la regulación de la función 
reproductiva (De Roux et al., 2003; Seminara et al., 2003; Lanfranco et al., 2005; 
Topaloglu et al., 2012). Por otro lado, las deficiencias reproductivas de los 
ratones knockout para KISS1R (Funes et al., 2003; Seminara et al., 2003) y para 
KISS1 (D’Anglemont de Tassigny et al., 2007; Lapatto et al., 2007; Colledge, 
2009) demostraron la funcionalidad de estos genes en el mantenimiento de la 
reproducción. Tanto en humanos como en los ratones modificados 
genéticamente no existían deficiencias a nivel hipofisario, donde el contenido de 
GnRH permanecía inalterado. Estos hechos hacen pensar que el sistema 
KISS1/KISS1R actúa como regulador de la liberación de GnRH a nivel 
hipotalámico (Pinilla et al., 2012). 
Mediante inmunohistoquímica e hibridación in situ se ha demostrado la 
presencia de dos poblaciones neuronales que expresan kisspeptina en el 
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hipotálamo (Cravo et al., 2011). Una de ellas se localiza en el núcleo arqueado 
(denominado núcleo infundibular en humano) (Estrada et al., 2006; Franceschini 
et al., 2006; Decourt et al., 2008; Clarkson et al., 2009; Hrabovszky et al., 2010; 
Gottsch et al., 2011; Bosch et al., 2012) y en ella, la kisspeptina colocaliza con la 
NKB, el receptor NK3 y el opioide dinorfina, por lo que esta población se ha 
llamado KNDy (Goodman et al., 2007; Lehman et al., 2010). La otra se localiza en 
el núcleo anteroventral periventricular del hipotálamo (Smith et al., 2005; Adachi 
et al., 2007; Clarkson et al., 2009). Esta segunda región presenta dimorfismo 
sexual, ya que en hembras aparece un número mayor de neuronas positivas para 
kisspeptina en esta región que en machos (Clarkson y Herbison, 2006; Kauffman 
et al., 2007). Esta segunda población presenta una amplia variabilidad de 
tamaño entre especies, siendo muy amplia en cerdo, cobaya y ratón (Clarkson y 
Herbison, 2006; Tomikawa et al., 2010; Bosch et al., 2012) y de tamaño reducido 
en oveja, caballo, primates y ratas (Estrada et al., 2006; Rometo et al., 2007; 
Decourt et al., 2008; Desroziers et al., 2010). Del mismo modo, la localización 
también es variable, siendo destacable su presencia en el área preóptica en 
oveja (Franceschini et al., 2006; Backholer et al., 2009). En cuanto al receptor 
KISS1R, sólo se expresa en las neuronas liberadoras de GnRH y no en el núcleo 
arqueado ni anteroventral paraventricular (Herbison et al., 2010). 
Diversos estudios han demostrado la existencia de conexiones neuronales 
directas entre las neuronas del núcleo arqueado y del núcleo anteroventral 
paraventricular con las neuronas liberadoras de GnRH, aunque el número de 
estas uniones es bajo, por lo que la kisspeptina podría ejercer un papel directo, 
indirecto o incluso no sináptico (Clarkson y Herbison, 2006; Ramaswamy et al., 
2008; Iijima et al., 2011; Matsuyama et al., 2011; Uenoyama et al., 2011; Yeo y 
Herbison, 2011). 
Este sistema tiene una enorme implicación en el inicio de la pubertad y en 
el mantenimiento de la pulsatilidad de la liberación de la GnRH. 
  
 
 
Se han descrito algunos casos de hipogonadismo hipogonadotropo en 
humanos que cursan con mutaciones en los genes codificantes para NKB y el 
receptor NK3 y que presentan un fenotipo similar a los vistos para las mutaciones 
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en KISS1R y KISS1 (Topaloglu et al., 2009). Como hemos comentado 
anteriormente, las neuronas del núcleo arqueado que presentan kisspeptina, 
también expresan NKB y dinorfina en varias especies, constituyendo las llamadas 
neuronas KNDy (Goodman et al., 2007; Navarro et al., 2009; Hrabovszky et al., 
2010; Lehman et al., 2010; Ramaswamy et al., 2010; Wakabayashi et al., 2010; 
Navarro et al., 2011a). En oveja se localiza la NKB solo tras la pubertad (Nestor et 
al., 2012). Por otro lado, el receptor NK3 se detectó inicialmente en una pequeña 
proporción de las neuronas liberadoras de GnRH en rata (Krajewski et al., 2005), 
aunque posteriormente se ha descrito su presencia de forma más abundante en 
las neuronas del núcleo arqueado de ratón y oveja (Navarro et al., 2009; 
Amstalden et al., 2010; Navarro et al., 2011a). En esta última especie no se 
observó su presencia en las neuronas liberadoras de GnRH, algo que después se 
demostró también en ratón (Amstalden et al., 2010; Navarro et al., 2011a). Del 
mismo modo, se ha demostrado que las neuronas KNDy también expresan el 
receptor de estrógenos Erα (Burke et al., 2006; Rance, 2009; Lehman et al., 
2010; Rance et al., 2010). Las neuronas KNDy están muy interconectadas, 
presentando interconexiones y autosinapsis entre ellas (Krajewski et al., 2010), 
por lo que la NKB puede ser liberada para ejercer su función de forma paracrina 
sobre otras neuronas de la misma población neuronal donde es sintetizada, 
potenciando la liberación de la kisspeptina para que, a su vez, produzca la 
liberación de GnRH (Billings et al., 2010; Goodman et al., 2013; Goodman et al., 
2014; Wakabayashi et al., 2013). Del mismo modo, aunque no se haya 
demostrado la presencia de los receptores NK1 y NK2 en estas células, se ha 
demostrado, empleando antagonistas específicos para cada uno de los 
receptores taquicinérgicos, que la acción paracrina de la NKB también involucra a 
estos receptores (De Croft et al., 2013). 
El efecto directo que puede tener la NKB en la liberación de GnRH y 
gonadotropinas genera controversia ya que los estudios realizados no son 
concluyentes entre sí. Mientras que determinados trabajos no detectan cambios 
en la cantidad de LH circulante tras la administración de NKB o de senktide, un 
agonista específico del receptor NK3, en ratones macho (Corander et al., 2010), 
en ratas ovariectomizadas con o sin suplementación estrogénica (Sandoval-
Guzmán y Rance, 2004; Navarro et al., 2009; Kinsey-Jones et al., 2012; Grachev 
et al., 2012; Grachev et al., 2014) y en explantes primarios de hipotálamo de rata 
(Corander et al., 2010), otras publicaciones demuestran un aumento de LH 
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plasmático tras el tratamiento también en ratones macho (Navarro et al., 2011a; 
García-Galiano et al., 2012), en oveja adulta durante la fase folicular del ciclo 
(Billings et al., 2010), en monos (Ramaswamy et al., 2010), o en cortes 
cerebrales (Gaskins et al., 2013) o en ratas ovariectomizadas con 
suplementación estrogénica, siendo la respuesta más elevada en condiciones 
similares al proestro que al diestro (Navarro et al., 2011a; Navarro et al., 2011b). 
En ningún caso se han observado cambios en los niveles de FSH circulantes 
(Ruiz-Pino et al., 2015). Esta amplia variabilidad puede deberse a que la posible 
acción de la NKB sobre la liberación de GnRH sea dependiente de un ambiente 
hormonal específico o que existan amplias diferencias entre especies o entre 
géneros para esta respuesta (Pinilla et al., 2012). En este sentido, un estudio 
realizado en la línea celular derivada de neuronas liberadoras de GnRH llamada 
GT1-7 donde se expresa el receptor NK3, ha puesto de manifiesto un efecto 
bifásico de la NKB, ya que una breve exposición a NKB provoca la liberación de 
GnRH mientras que una exposición prolongada la inhibe (Glidewell-Kenney et al., 
2013). Por otro lado, en ratones knockout para KISS1R no se observa en ningún 
caso algún efecto de la NKB, por lo que su posible acción tiene que producirse 
antes de la activación de este receptor en las neuronas liberadoras de GnRH 
(García-Galiano et al., 2012). 
Al igual que ocurre en el caso de la kisspeptina, la transcripción de la NKB 
sufre una retroalimentación negativa por efecto de las hormonas sexuales 
esteroideas (Navarro et al., 2009; Rance et al., 2010; Navarro et al., 2011a). Por 
otro lado, recientemente se ha demostrado que la SP y la NKA también son 
capaces de inducir la liberación de gonadotropinas a través de los receptores NK1 
y NK2 (Ruiz-Pino et al., 2015). 
Por último, la dinorfina, contrariamente a lo expuesto para la NKB, ejerce 
un papel inhibitorio sobre la liberación basal de LH en ratones y ovejas (Goodman 
et al., 2004; Navarro et al., 2009; Wakabayashi et al., 2010). En ratas es incluso 
capaz de inhibir la liberación de LH provocada por la administración de 
kisspeptina (Pinilla et al., 2012). 
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Como acabamos de describir, el sistema de la kisspeptina y el receptor 
KISS1R ejerce un papel esencial en el control de la reproducción y su principal 
efecto se lleva a cabo a nivel del sistema nervioso central. Sin embargo, estas 
proteínas ejercen también un papel a nivel periférico, actuando sobre los 
sistemas reproductores tanto masculino como femenino. Estudios recientes han 
demostrado que la kisspeptina y el receptor KISS1R se localizan en diversos 
órganos y tipos celulares del sistema reproductor femenino, como el oviducto, el 
endometrio uterino, el ovario y las células de la granulosa (Castellano et al., 
2006b; Gaytán et al., 2007; Gaytán et al., 2009; Cejudo-Román et al., 2012; 
García-Ortega et al., 2014). Teniendo en cuenta los objetivos de esta Tesis 
Doctoral, nos centraremos en los estudios llevados a cabo en el aparato 
reproductor masculino. 
Desde el estudio de Ohtaki et al. (2001), donde ya se puso de manifiesto 
la expresión de KISS1 y KISS1R en testículo, muchos estudios han intentado 
ahondar en la expresión y la función de este sistema en las gónadas masculinas, 
obteniéndose resultados contradictorios en algunos casos. Mediante 
inmunohistoquímica, la kisspeptina se ha localizado en las células de Leydig en 
ratón y rata (Anjum et al., 2012; Pinilla et al., 2012; Mei et al., 2013; Hsu et al., 
2014; Salehi et al., 2015; Wang et al., 2015) pero no en mono (Tariq et al., 
2013). Varios de los estudios realizados en ratón han demostrado que la 
kisspeptina en células de Leydig se expresa a altos niveles en el momento del 
nacimiento, disminuye durante la prepubertad, aumenta en la pubertad, 
disminuye nuevamente durante la edad fértil y se dispara con la senescencia del 
ratón (Anjum et al., 2012: Mei et al., 2013; Salehi et al., 2015; Wang et al., 
2015). Por otro lado, solo algunos estudios realizados en murinos han 
demostrado la presencia de kisspeptina en las células del túbulo, bien en células 
germinales primordiales (Anjum et al., 2012), en espermátidas redondas (Mei et 
al., 2013) o en los restos citoplasmáticos de las espermátidas elongadas (Hsu et 
al., 2014). Del mismo modo, en mono se ha observado inmunorreactividad en 
espermatocitos y espermátidas (Tariq et al., 2013). Curiosamente, el estudio de 
Mei et al. (2013) utiliza ratones transgénicos donde se ha añadido al gen KISS1 
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el gen señalizador LacZ para observar los sitios donde se produce su expresión. 
La transcripción del gen se visualiza en las células de Leydig y en las 
espermátidas redondas del túbulo, pero mediante inmunohistoquímica con 
anticuerpos específicos que permiten localizar la proteína, solo se detecta señal 
en las células de Leydig, lo que indica que en los túbulos debe haber una 
inhibición de la traducción. Por último, también se ha demostrado la localización 
de la kisspeptina en el epitelio del epidídimo del ratón (Hsu et al., 2014). En 
ningún caso se ha observado la presencia de kisspeptina en las células de Sertoli 
(Wahab et al., 2016). El receptor KISS1R también se ha localizado en las células 
de Leydig y en células del interior del túbulo seminífero de ratón, concretamente 
en espermátidas, y no se detecta en espermatogonias, espermatocitos ni en 
células de Sertoli (Mei et al., 2013; Hsu et al., 2014). En espermatozoide de ratón 
se ha descrito la presencia del receptor en la región acrosomal (Hsu et al., 2014). 
Sin embargo, en mono, la expresión de KISS1R aparece en las células de Sertoli y 
en espermatocitos y no en las células de Leydig (Tariq et al., 2013). Por último, la 
línea celular tumoral derivada de células de Leydig de ratón denominada MA-10 
expresa KISS1R pero no kisspeptina (Mei et al., 2013). 
En cuanto a la posible función que ejerce la kisspeptina sobre el testículo 
también hay controversia. En primer lugar, es difícil asegurar o definir que los 
efectos observados al inyectar kisspeptina en determinados organismos modelo 
son solo consecuencia de la acción de la misma sobre las gónadas y no derivan 
de un efecto central sobre el hipotálamo. Aun así, hay trabajos que defienden que 
la kisspeptina tiene una acción directa sobre el testículo. Thompson et al. (2006) 
detectan un aumento de testosterona muy elevado en plasma mientras que el 
ascenso de LH no es tan elevado al inyectar subcutáneamente kisspeptina en 
ratas. Por otro lado, si en mono se inyecta una dosis de kisspeptina se observa 
también un aumento de testosterona y LH, pero este efecto no se produce si se 
añade anteriormente un antagonista de la GnRH. Sin embargo, si se inyectaba 
hCG, capaz de provocar un aumento de la testosterona, su efecto se veía 
potenciado si se introducía conjuntamente con kisspeptina (Irfan et al., 2014). 
Algo similar se ha observado en rata (Pinilla et al., 2012). En apoyo a la teoría del 
efecto directo de la kisspeptina sobre el testículo, se ha observado que la 
inyección intravenosa durante 24 horas de kisspeptina en monos provoca un 
aumento de LH durante las dos primeras horas, mientras que el aumento de 
testosterona se mantiene durante todo el tiempo del tratamiento (Ramaswamy et 
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al., 2007). En este sentido, la orquidectomía en ratón genera un aumento elevado 
de LH circulante pero no de kisspeptina, lo que sugiere que parte de la 
kisspeptina en plasma puede tener un origen gonadal y puede estar regulada por 
la LH en las células de Leydig (Salehi et al., 2015). En contraposición, también 
hay varios estudios que no encuentran relación entre la función testicular y la 
kisspeptina. En primer lugar, varios trabajos han demostrado que una exposición 
crónica a kisspeptina provoca la degeneración del testículo y la inhibición de la 
espermatogénesis en rata (Thompson et al., 2006; Thompson et al., 2009; 
Ramzan y Qureshi, 2011). Este efecto es reducido en parte si las ratas son 
pretratadas con antagonistas de la GnRH (Ramzan et al., 2013). Del mismo 
modo, la línea celular de células de Leydig inmortalizadas MA-10 no presenta 
respuesta a kisspeptina sintetizando hormonas por si misma ni potenciando el 
efecto de la hCG (Mei et al., 2013). Tampoco se ha visto síntesis de testosterona 
en explantes de testículo o en cultivos primarios de células de Leydig en ratón, ni 
en monos tratados con kisspeptina o con antagonistas de KISS1R (Mei et al., 
2013; Hsu et al., 2014; Huma et al., 2014; Tariq y Shabab, 2017). En 
espermatozoides de ratón, donde se ha demostrado la presencia de KISS1R, la 
kisspeptina provoca un aumento de [Ca2+]i. Del mismo modo, si los 
espermatozoides de ratón son capacitados in vitro con kisspeptina, su capacidad 
fecundante aumenta, al igual que disminuye cuando se añaden antagonistas de 
KISS1R (Hsu et al., 2014). En este sentido, y aunque no podamos definir el origen 
de la kisspeptina, en humanos con infertilidad se han detectado niveles menores 
de kisspeptina en plasma que en aquellos que son plenamente fértiles. Este 
hecho es independiente del origen de la patología seminal que provoca la 
infertilidad (Ramzan et al., 2015). 
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1. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS BIOLÓGICAS 
Esta Tesis Doctoral se engloba dentro del Proyecto de Excelencia 2008 de 
la Junta de Andalucía titulado “Papel de las taquicininas en la regulación de la 
función espermática humana: mecanismos de señalización”. Dicho Proyecto fue 
aprobado por el Comité de Bioética del CSIC con fecha 4 de agosto de 2008. Las 
muestras de semen fueron obtenidas a partir de donantes con fertilidad probada 
que participaron en el programa de donación del Instituto Valenciano de 
Infertilidad de Sevilla (IVI Sevilla). Las muestras de FF se obtuvieron de las 
punciones ováricas de donantes de óvulos realizadas en IVI Sevilla. Las placentas 
fueron proporcionadas por el Dr. Enrique Poblador del Hospital Infanta Luisa de 
Sevilla. Los úteros fueron obtenidos a partir de pacientes sometidas a 
histerectomía en el Hospital Universitario de Canarias y en el Hospital La Colina, 
ambos con sede en Tenerife. Todos los pacientes aprobaron el uso de dichos 
materiales biológicos en este estudio mediante la firma del correspondiente 
consentimiento informado.  
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2. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE SEMEN 
Los eyaculados se recogieron tras 3-5 días de abstinencia sexual y fueron 
procesados inmediatamente tras su licuefacción. En primer lugar se realizó un 
análisis microscópico de la muestra. Para ello, se examinaron gotas de 5 µl de 
semen fresco en un microscopio de contraste de fases, usando una cámara 
Makler de conteo celular. De acuerdo a las recomendaciones de la OMS de 1999 
y de 2010, se calculó la concentración y la movilidad de todas y cada una de las 
muestras empleadas en esta Tesis. Para la caracterización de cada muestra se 
analizaron al menos dos gotas y un mínimo de 200 células por gota. 
Para la capacitación espermática, las muestras se lavaron y se 
concentraron mediante una centrifugación a 400 g durante 10 minutos con 
medio de cultivo llamado mHTF (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, EEUU), de 
composición similar a la del fluido tubárico humano natural y suplementado con 
5% de albúmina humana. Los pellets se reconstituyeron en 1 ml de medio mHTF 
fresco. Las suspensiones espermáticas resultantes fueron nuevamente 
centrifugadas sobre un gradiente de densidad de Percoll (Spermgrad-125, 
Vitrolife, Kungsbacka, Suecia) de tres capas (95:70:45) durante 20 minutos a 
400 g. Tras la recuperación de la capa más profunda del tubo, que contiene los 
espermatozoides de mayor movilidad, éstos se lavaron nuevamente en 2 ml de 
mHTF fresco a 400 g durante 15 minutos. Se recogió el pellet y se procedió a 
realizar un swim-up durante 1 h a 37ºC para, posteriormente, recuperar el 
sobrenadante donde se encuentran los espermatozoides móviles. Finalmente, se 
volvió a evaluar la concentración y la movilidad espermática. 
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3. EXTRACCIÓN DE ARN Y RETROTRANSCRIPCIÓN 
A ADNc. REACCIÓN EN CADENA DE LA 
POLIMERASA (PCR) 
 
 
La extracción del ARN se realizó a partir de mezclas de 5-10 muestras 
distintas de espermatozoides tras su capacitación. La lisis y homogenización de 
las mismas se llevó a cabo mediante 1 ml de TriReagent (Sigma) en hielo durante 
10 minutos. Tras este tiempo, llevamos a cabo la extracción del ARN siguiendo 
las instrucciones del kit Direct-zol RNA Miniprep (Zymo Research Corporation, CA, 
EEUU). En primer lugar, añadimos 1 ml de etanol absoluto a la extracción en 
TriReagent y mezclamos bien ayudándonos de un vórtex. Cargamos esta mezcla 
sobre una columna Zymo-Spin IIC dispuesta en un tubo colector y centrifugamos 
30 segundos a 14000 g. Descartamos el tubo colector y disponemos la columna 
sobre uno limpio. Añadimos 400 µl de solución de lavado de ARN y volvemos a 
centrifugar en las mismas condiciones, descartando de nuevo el tubo colector. 
Posteriormente añadimos 80 µl de una solución de ADNasa I e incubamos 
durante 15 minutos a 37ºC con el fin de eliminar el ADN genómico. 
Centrifugamos 30 segundos a 14000 g,  añadimos 400 µl de solución de 
prelavado de ARN y volvemos a centrifugar en las mismas condiciones, 
descartando de nuevo el tubo colector. A continuación, añadimos 700 µl de 
tampón de lavado de ARN y centrifugamos dos minutos a 14000 g. Volvemos a 
descartar el tubo colector y disponemos la columna en un tubo libre de ARNasas. 
Finalmente, añadimos 50 µl de agua libre de ARNasa y ADNasa y centrifugamos 
durante 30 segundos para obtener el ARN eluido. Calculamos la concentración de 
ARN obtenida por espectrofotometría y la pureza de la muestra mediante el ratio 
de absorbancia a 260/280 nm. 
La síntesis del ADNc por retrotranscripción se realizó utilizando el kit 
Quantitect Reverse Transcription (Qiagen, Venlo, Holanda).  Se añade 1 µl de 
hexanucleótidos a 12 µl de la solución de ARN purificado y a continuación se 
calienta a 65ºC durante 5 minutos. Pasado este tiempo, añadimos 7 µl de la 
mezcla necesaria para la retrotranscripción en hielo, compuesta por tampón de 
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síntesis de ADNc con MgCl2, RNAguard o inhibidor de las ARNasas, 
desoxinucleótidos trifosfatos y una enzima para la retrotranscripción o 
transcriptasa reversa, la MMLV. Para una correcta síntesis del ADNc, se incubó la 
mezcla 10 minutos a 25ºC, luego 60 minutos a 50ºC y finalmente 3 minutos a 
85ºC. Subimos el volumen hasta 100 µl y lo guardamos a -20ºC para su posterior 
utilización en los experimentos de PCR. 
 
 
Diseñamos, utilizando el programa Primer 3, parejas de primers de 
oligonucleótidos específicos para amplificar los transcritos de TACR1, TACR2, 
TACR3, TAC1, TAC3, TAC4, los isoformos α, β, γ y δ de TAC1 y TAC4, MME, 
MMEL1, ACTB, GAPDH, ACR y CD4. Todos ellos fueron sintetizados y purificados 
por Sigma Genosys (Cambridge, Reino Unido) (Tabla 4). Tanto ACTB como GAPDH 
se emplearon como genes housekeeping para control interno de las reacciones 
de PCR entre muestras. ACR y CD4 se utilizaron para verificar la presencia de 
ADNc espermático y para excluir la posible contaminación por leucocitos en las 
extracciones, respectivamente. La expresión de los genes en estudio se realizó 
también en testículo humano y en una mezcla de ADNc de veinte tejidos 
humanos, ambos obtenidos a partir de un panel comercial de ARN total humano 
(Clontech, Palo Alto, CA, EEUU). Esta mezcla de ADNc de tejidos se utilizó como 
control positivo de amplificación. 
Las reacciones de PCR se realizaron en un tampón cuya composición se 
describe en la tabla 5. Los ciclos de amplificación y síntesis de los transcritos en 
estudio fueron las siguientes: 15 segundos a 94ºC, 20 segundos a 60ºC y 20 
segundos a 72ºC. Estos parámetros se llevaron a cabo durante 40 ciclos. En 
algunos experimentos, se reamplificó una dilución 1/50 de ADNc en las mismas 
condiciones de PCR y con los mismos primers. Los productos de PCR se 
separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2,5% y los tamaños de los 
amplicones, una vez teñidos con bromuro de etidio, se verificaron comparándolos 
con un marcador de ADN con diferentes fragmentos de tamaño conocido. 
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Tabla 4: Secuencias de los primers sentido y antisentido y tamaño esperado 
(en pb) de los productos de amplificación por PCR de los genes de estudio.  
Gen Secuencia de primers 
Tamaño del 
amplicón (pb) 
TACR1 
Sentido: 5’-ATGCCCAGCAGAGTCGTGT-3’ 
Antisentido: 5’-TCGTGGTAGCGGTCAGAGG-3’ 
193 
TACR2 
Sentido: 5’-GCCCTACCACCTCTACTTCATCC-3’ 
Antisentido: 5’-AGCAAACCATACCCAAACCA-3’ 
375 
TACR3 
Sentido: 5’-GCCAGAAGGTCCCAAACAAC -3’ 
Antisentido: 5’-CAGCCAGCAGATAGCAAATGTC -3’ 
229 
TAC1 
Sentido: 5’-ACTGTCCGTCGCAAAATCC-3’ 
Antisentido: 5’-ACTGTCCGTCGCAAAATCC-3’ 
212 
TAC3 
Sentido: 5’-CCAGTGTGTGAGGGGAGCA-3’ 
Antisentido: 5’-TCCAGAGATGAGTGGCTTTTGA-3’ 
266 
TAC4 
Sentido: 5’-GGTCTCTTCTCTGTGTCTCCTGTCCTC-3’ 
Antisentido: 5’-CATTTATTGAGTGCCTACTGTGTGCT-
3’ 
246 
α/δTAC1 
Sentido: 5’-GGAGCCCTTTGAGCATCTTC-3’ 
Antisentido: 5’-CTTTCATAAGCCATTTTGTGAGAGA-
3’ 
168/123 
β/γTAC1 
Sentido: 5’-GGAGCCCTTTGAGCATCTTC-3’ 
Antisentido: 5’-TTCATAAGCCACAGAATTTAAAGCTC-
3’ 
220/175 
αTAC4v1 
Sentido: 5’-TGTGGCCTTGGAGGAAGG-3’ 
Antisentido: 5’-ACTGCTGCTTGACACTGAGA-3’ 
415 
αTAC4v2 
Sentido: 5’-GCCAAGGAGAAAAAAAGCAT-3’ 
Antisentido: 5’-ACTGCTGCTTGACACTGAGA-3’ 
292 
β-TAC4 
Sentido: 5’-GGAAGCGAGTGGGAGCAT-3’ 
Antisentido: 5’-ACTGCTGCTTGACACTGAGA-3’ 
290 
δ-TAC4 
Sentido: 5’-AGTGGGAGGCAGAGAGGAT-3’ 
Antisentido: 5’-ACTGCTGCTTGACACTGAGA-3’ 
223 
γ-TAC4 
Sentido: 5’-AAGGAGAAAAAAAGGCAGAGAG-3’ 
Antisentido: 5’-ACTGCTGCTTGACACTGAGA-3’ 
229 
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(Continuación Tabla 4) 
Gen Secuencia de primers 
Tamaño del 
amplicón (pb) 
MME 
Sentido: 5’-AGCCTCTCGGTCCTTGTCCT-3’ 
Antisentido: 5’-GGAGCTGGTCTCGGGAATG-3’ 
219 
MMEL1 
Sentido: 5’-TGGACATCTTGGAGGTGGTG-3’ 
Antisentido: 5’-GGAGTTCTGGTCGTCGTTCC-3’ 
164 
ACTB 
Sentido: 5’-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3’ 
Antisentido: 5’-ATCTGCTGGAAGGTGGACAG-3’ 
362 
GAPDH 
Sentido: 5’-CAATGCCTCCTGCACCAC-3’ 
Antisentido: 5’-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’ 
350 
ACR 
Sentido: 5’-CCCTCCCATTTCGTGTGG-3’ 
Antisentido: 5’-CACAAGTCCAGGTCGATGAGA-3’ 
180 
CD4 
Sentido: 5’-AGAAAGACGCAAGCCCAGAG-3’ 
Antisentido: 5’-GCACCAGAAGCAAGTGCCTAA-3’ 
127 
 
Tabla 5: Tampón utilizado para el desarrollo de la PCR.  
ADNc 3 µl 
MgCl2 2,5 mM 
Primers 0,2 µM 
Mezcla de dNTPs 20 µM 
Polimerasa de ADN (Immolase, Bioline, 
Londres, Reino Unido) 
1,5 U 
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4. EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS Y ANÁLISIS POR 
WESTERN BLOT 
 
Tras la capacitación, procedimos a la extracción de las proteínas totales 
de los espermatozoides mediante sonicación en 200 µL de tampón de extracción 
de urea (Tabla 6). Tras la sonicación, la mezcla fue hervida 2 minutos a 100ºC y 
posteriormente procesada empleando el kit PAGEprep Advance (Pierce, Rockford, 
Illinois, EEUU), con el fin de limpiar y concentrar la preparación. Este mismo 
protocolo se siguió para la extracción de proteínas de útero y de placenta 
humana. Para la extracción de proteínas de plasma seminal, centrifugamos las 
muestras de semen a 12000 g durante 10 minutos. Una vez recogido el 
sobrenadante, realizamos el mismo tipo de extracción empleando una proporción 
1:1 de fluido y tampón de extracción de urea. Estas tres últimas extracciones se 
utilizaron como controles positivos en los diferentes experimentos llevados a 
cabo. Todas las muestras se almacenaron a -20ºC hasta su utilización. 
Tabla 6: Tampón de urea para la extracción de proteínas. 
SDS 1% 
Urea 9 M 
EDTA 1 mM 
Mercaptoetanol 0,7 M 
Tampón Tris-HCl, pH 6,8 25 mM 
 
En todos los casos separamos las proteínas en base a su peso molecular 
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). La zona 
resolutiva de los geles se preparó al 10% y la zona empaquetadora al 4%. La 
polimerización se hizo en presencia de TEMED y APS (Tabla 7). El tampón 
Metodología 
92 
 
empleado para la electroforesis fue Tris-Glicina. En todos los experimentos se 
procedió a la carga de dos marcadores de peso molecular. En uno de los pocillos 
se puso el marcador BioBLU Prestained Protein Ladder (gTPbio, Sevilla, España), 
cuyas bandas estaban teñidas con colorantes visibles que permitían seguir la 
evolución de la electroforesis. En el otro pocillo, se colocó el segundo marcador 
(Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad, California, EEUU), cuyas bandas se 
hacen visibles, después del Western blot, en el revelado con estreptavidina 
(Precision Protein StrepTactin-HRP, Bio-Rad, California, España).  
Tabla 7: Composición de los geles resolutivos y empaquetadores para 
electroforesis de proteínas. 
Gel resolutivo 10% 
Tampón Tris 1,5 M, pH 8,8 1,25 ml 
Acrilamida 40% 37,5:1 1,25 ml 
SDS 10% 50 µl 
H2O mili-Q 2,36 ml 
APS 25 µl 
TEMED 2,5 µl 
Gel empaquetador 4% 
Tampón Tris 0,5 M, pH 6,8 1,25 ml 
Acrilamida 40% 37,5:1 0,5 ml 
SDS 10% 50 µl 
H2O mili-Q 3,125 ml 
APS 25 µl 
TEMED 2,5 µl 
 
Para los experimentos donde se analizaron los receptores NK1, NK2 y NK3 
se cargaron proteínas procedentes de espermatozoides y de útero, utilizando 
estas últimas como control positivo. En los casos en los que se analizó la 
presencia de NEP y NEP2, junto a las proteínas de origen espermático, se 
cargaron proteínas de plasma seminal como control positivo. En los geles donde 
se estudió la presencia del receptor KISS1R se procedió a la carga de las 
proteínas de espermatozoides, utilizando las de placenta como control positivo 
(Ohtaki et al., 2001). Antes de la carga de las muestras, éstas se mezclaron con 
tampón de carga (Lane Marker Non-Reducing Sample Buffer, Pierce, Rockford, 
Illinois, EEUU)  y se desnaturalizaron a 95ºC durante 1 minuto. En todos los casos, 
se corrieron los geles a 200 V durante aproximadamente una hora. 
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Tras la separación por peso molecular de las proteínas presentes en las 
extracciones, procedimos a la transferencia de las mismas a una membrana de 
PVDF. Gracias a la carga negativa de las proteínas por la unión del SDS, pudimos 
transferir las proteínas del gel a la membrana al ponerlas bajo un campo eléctrico 
perpendicular a la misma. Previa a la transferencia, la membrana fue equilibrada 
en metanol. La transferencia se llevó a cabo en un tampón de Tris-Glicina con 
SDS al 0,02% a 70 V durante 3 horas. Una vez transferidas las proteínas a la 
membrana de PVDF, se bloquearon, durante al menos dos horas, con el agente 
bloqueante del kit de detección ECL Advance Western Blotting (Amersham, 
Buckinghamshire, UK) disuelto en TTBS con 0,5% del detergente Tween-20 a pH 
7,5, con el fin de evitar la unión inespecífica de los anticuerpos a la propia 
membrana. La incubación con los diferentes anticuerpos primarios específicos se 
realizó en solución de bloqueo durante toda la noche a 4ºC. A la mañana 
siguiente, tras varios lavados en TTBS, las membranas fueron incubadas con 
anticuerpos secundarios específicos conjugados con la enzima peroxidasa de 
rábano, que reconocen a los anticuerpos primarios. Además, se añadió 
estreptavidina conjugada a peroxidasa en una dilución 1:20000 para que se 
uniera al marcador Precision Plus Protein Standards, permitiendo su visualización 
tras el revelado. Los anticuerpos primarios, los anticuerpos secundarios y las 
diluciones empleadas para cada proteína en estudio se adjuntan en la Tabla 8. El 
revelado se hizo con las soluciones del kit de detección ECL Advance Western 
Blotting (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido), empleando una técnica 
basada en la amplificación de la quimioluminiscencia  gracias a la reacción 
catalizada por la peroxidasa sobre el peróxido de hidrógeno. El revelado se llevó a 
cabo en películas autorradiográficas. 
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Tabla 8: Anticuerpos primarios y secundarios y diluciones utilizadas en 
los experimentos de Western blot. 
 Antígeno a 
reconocer 
Hospedador Dilución Referencia y casa 
comercial 
Anticuerpos 
primarios 
NK1 Conejo 1:10000 T-5950, Sigma 
Aldrich 
NK2 Conejo 1:10000 T-6075, Sigma 
Aldrich 
NK3 Conejo 1:10000 T-5825, Sigma 
Aldrich 
NEP Conejo 1:10000 sc-9149, Santa Cruz 
Biotechnology 
NEP2 Conejo 1:10000 HPA 007876, Sigma 
Aldrich 
NEP2 Cabra 1:10000 sc-104450, Santa 
Cruz Biotechnology 
KISS1R Cabra 1:10000 sc-48220, Santa 
Cruz Biotechnology 
Anticuerpos 
secundarios 
Anti-conejo 
IgG: HRP 
Cabra 1:100000 sc-2054, Santa Cruz 
Biotechnology 
Anti-cabra 
IgG: HRP 
Burro 1:100000 sc-2056, Santa Cruz 
Biotechnology 
 
 
Para estos análisis por Western blot, la extracción de proteínas se realizó 
mediante ebullición durante 5 minutos en tampón de Laemmli (Laemmli, 1970) 
suplementado con 2% de mercaptoetanol. Las proteínas se separaron mediante 
electroforesis, empleando condiciones de carga, carrera y transferencia similares 
a las descritas anteriormente. La inmunodetección se llevó a cabo con los 
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anticuerpos enumerados en la Tabla 9, empleando el anticuerpo anti-actina como 
control interno para la cuantificación de la cantidad de proteína. 
Tabla 9: Anticuerpos primarios y secundarios y diluciones utilizadas en 
los experimentos de análisis de fosforilaciones por Western blot. 
 Antígeno a 
reconocer 
Hospedador Dilución Referencia y casa 
comercial 
Anticuerpos 
primarios 
P-Tyr Ratón 1:5000 sc-508, Santa Cruz 
Biotechnology 
P-Ser/Thr 
vía PKA 
Conejo 1:5000 9624, Cell Signaling 
Technology 
P-Ser/Thr 
vía PKC 
Conejo 1:10000 6967, Cell Signaling 
Technology 
Actina Conejo 1:5000 sc-1616, Santa Cruz 
Biotechnology 
Anticuerpos 
secundarios 
Anti-ratón 
IgG: HRP 
Caballo 1:20000 7076, Cell Signaling 
Technology 
Anti-
conejo 
IgG: HRP 
Cabra 1:50000 sc-2054, Santa Cruz 
Biotechnology 
 
En las mismas experiencias se analizaron la actina y las fosforilaciones de 
residuos de tirosina o de serina/treonina tras activación de las vías de la PKA o 
de la PKC mediante eliminación sucesiva de los anticuerpos unidos a la 
membrana de PVDF en una solución de NaOH 0,2 N. 
Una vez reveladas las membranas en películas autorradiográficas, se 
estudió la densitometría de las señales mediante el programa de análisis de 
imagen Image Lab (Bio-Rad). La actina se utilizó, en todos los casos, para 
normalizar la cantidad de proteína extraída en cada condición. 
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5. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 
La inmunolocalización de las distintas proteínas en estudio en los 
espermatozoides se llevó a cabo utilizando la técnica de inmunofluorescencia 
indirecta. Los espermatozoides se lavaron y resuspendieron en PBS realizando 
posteriormente su extensión sobre portaobjetos pretratados con poli-L-lisina. Una 
vez secadas, las células se fijaron durante 20 minutos con metanol frío a -20ºC, 
salvo en los ensayos donde se empleó el anticuerpo primario contra HK-1, en los 
que los espermatozoides fueron fijados con PFA al 4% en PBS durante 10 
minutos. Tras este paso, los espermatozoides se permeabilizaron con el 
detergente Tritón X-100 al 5% en PBS. Posteriormente, los portaobjetoss se 
bloquearon con caseína al 2% en PBS durante 2 horas, para evitar la unión 
inespecífica de los anticuerpos primarios, y se incubaron durante toda la noche a 
4ºC con los anticuerpos primarios policlonales específicos para NK1, NK2, NK3, 
SP, NKA, NKB, HK-1, NEP, NEP2, KISS y KISS1R a las diluciones indicadas en la 
Tabla 10. A la mañana siguiente y tras varios lavados con PBS, las muestras se 
incubaron durante 60 minutos con un anticuerpo secundario conjugado con FITC 
(Tabla 10). Los portaobjetos finalmente se montaron utilizando el medio de 
montaje Prolong Gold (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Oregon, EEUU) con o 
sin DAPI (que se une específicamente al núcleo) y se visualizaron en un 
microscopio de fluorescencia Olympus BX-51. 
En los experimentos de doble inmunotinción en los que estudiamos la 
presencia simultánea de dos proteínas en los mismos espermatozoides (KISS-
KISS1R y KISS-NKB), el protocolo fue similar al descrito anteriormente, pero la 
incubación se realizó con dos anticuerpos primarios a la vez, teniendo en cuenta 
que cada uno de ellos debe estar hecho en un hospedador diferente para evitar 
que se produzcan reconocimientos cruzados al añadir posteriormente los 
anticuerpos secundarios marcados con fluorocromos distintos (Texas-Red o FITC). 
La incubación con los anticuerpos secundarios también se realizó en conjunto. 
En todas las experiencias se realizaron controles negativos, empleando 
las mismas condiciones experimentales anteriormente descritas, pero sin la 
adición del anticuerpo primario, o bien mediante pre-absorción con el péptido de 
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inmunización correspondiente (5 µg/ml), en los casos en los que éste se 
encontraba disponible (SP, HK-1 y KISS). 
Tabla 10: Anticuerpos primarios y secundarios y diluciones utilizadas en 
los experimentos de inmunofluorescencia indirecta. 
 Antígeno a 
reconocer 
Hospedador Dilución Referencia y casa 
comercial 
Anticuerpos 
primarios 
NK1 Conejo 1:100 T-5950, Sigma 
Aldrich 
NK2 Conejo 1:100 T-6075, Sigma 
Aldrich 
NK3 Conejo 1:100 T-5825, Sigma 
Aldrich 
SP Cabra 1:200 sc-9758, Santa Cruz 
Biotechnology 
NKA Conejo 1:400 T-4446, Peninsula 
Laboratories Inc. 
NKB Cabra 1:200 sc-14109, Santa Cruz 
Biotechnology 
HK-1 Cabra 1:200 sc-47440, Santa Cruz 
Biotechnology 
NEP Conejo 1:200 sc-9149,  Santa Cruz 
Biotechnology 
NEP2 Cabra 1:100 sc-104450, Santa 
Cruz Biotechnology 
Conejo 1:400 HPA007876, Sigma 
Aldrich 
KISS Conejo 1:400 sc-15400, Santa Cruz 
Biotechnology 
Conejo 1:200 T-4771, Bachem 
KISS1R Cabra 1:600 sc-48220, Santa Cruz 
Biotechnology 
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(Continuación Tabla 10) 
 Antígeno a 
reconocer 
Hospedador Dilución Referencia y casa 
comercial 
Anticuerpos 
secundarios 
Anti-conejo 
IgG: FITC 
Gallina 1:400 sc-2990, Santa Cruz 
Biotechnology 
Anti-cabra 
IgG: FITC 
Burro 1:400 sc-2024, Santa Cruz 
Biotechnology 
Anti-cabra 
IgG: 
TexasRed 
Burro 1:400 sc-2783, Santa Cruz 
Biotechnology 
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6. INMUNOHISTOQUÍMICA 
Se realizaron estudios de inmunohistoquímica en testículo humano para 
definir la localización de la SP, HK-1 y KISS en dicho tejido. Para ello, se 
adquirieron cortes de testículo humano congelados de entre 7 y 10 µm de 
espesor (Zyagen, San Diego, California, EEUU). Para una correcta tinción del 
tejido, se siguieron las instrucciones del kit de detección de inmunohistoquímica 
EXPOSE HRP/DAB (ab-80436, Abcam, Cambridge, Reino Unido). Este kit es 
específico para detectar anticuerpos obtenidos en conejo o ratón. Una vez 
descongelados los cortes de testículo, se añadieron unas gotas de bloqueante de 
peróxido de hidrógeno dejándolo actuar durante 10 minutos. Posteriormente, se 
lavaron dos veces en tampón de lavado y se incubaron durante 10 minutos con 
solución bloqueante de proteínas para eliminar la unión inespecífica de los 
anticuerpos primarios. Éstos se añadieron a las concentraciones expuestas en la 
Tabla 11, dejándolos actuar durante toda la noche. Tras varios lavados, los 
tejidos se incubaron con un conjugado de peroxidasa durante 10 minutos. 
Finalmente, se añadió una solución con cromógeno de DAB y sustrato del mismo, 
dejándola actuar durante 10 minutos. Una vez lavados y contrateñidos con una 
tinción de hematoxilina-eosina, los cortes se evaluaron en campo claro utilizando 
un microscopio Olympus BX-51 a 10X y 20X. 
Tabla 11: Anticuerpos primarios y diluciones utilizadas en los 
experimentos de inmunohistoquímica. 
Antígeno a 
reconocer 
Hospedador Dilución Referencia y casa 
comercial 
SP Conejo 1:100 8450-0004, Biorad ABD 
Serotec 
HK-1 Conejo 1:100 ab-174318, Abcam 
KISS Conejo 1:100 T-4771, Bachem 
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7. ESTUDIOS DE MOVILIDAD ESPERMÁTICA 
HUMANA 
Los análisis de movilidad fueron realizados manualmente, con la ayuda de 
un contador celular, o utilizando un sistema de análisis de movilidad 
computerizado SCA® (Microptic, Barcelona, España), configurado con los 
parámetros de la Tabla 12 y asociado a un microscopio de contraste de fase. La 
concentración y la movilidad espermática se determinaron añadiendo alícuotas 
de 5 µl de las diferentes muestras en una cámara de recuento tipo Makler, 
precalentada a 37ºC. Se contaron un mínimo de 200 espermatozoides por cada 
gota analizada. 
Tabla 12: Configuración de los valores de análisis usados en el sistema 
SCA®. 
Área  de partículas 
analizadas 
 2-60 µm 
LVV Velocidad mínima y máxima para que un 
espermatozoide sea considerado lento. 
Espermatozoides con valores inferiores al 
LVV mínimo serán considerados inmóviles. 
10>15 µm/s 
MVV Velocidad mínima y máxima para que un 
espermatozoide sea considerado medio. 
Espermatozoides con velocidades 
superiores al MVV máximo serán 
considerados rápidos. 
15>35 µm/s 
Mínimo STR Valor de STR a partir del cual un 
espermatozoide es considerado progresivo 
80% 
 
La valoración de la movilidad de los espermatozoides se realizó según las 
recomendaciones de la OMS (Organización Mundial de la Salud, 1999), 
clasificando los espermatozoides en base a su velocidad (Tabla 13). 
 
Metodología 
 
101 
 
Tabla 13: Clasificación de los espermatozoides por el tipo de movilidad 
según la OMS (Organización Mundial de la Salud, 1999). 
Clasificación de espermatozoides Velocidad 
Movilidad tipo a. Espermatozoides rápidos progresivos >25 µm/s 
Movilidad tipo b. Espermatozoides lentos y progresivos 10-25 µm/s 
Movilidad tipo c. Espermatozoides no progresivos <10 µm/s 
Movilidad tipo d. Espermatozoides inmóviles  
 
 
Para investigar los efectos de las TKs, realizamos cuatro tipos de 
experimentos.  
En tres de ellos, la movilidad fue testada manualmente siguiendo las 
directrices de la OMS (Organización Mundial de la Salud, 1999). La movilidad de 
cada espermatozoide se catalogó como a (movilidad progresiva rápida), b 
(movilidad progresiva lenta), c (movilidad no progresiva) o d (inmovilidad). 
Posteriormente, la movilidad progresiva (a + b), la movilidad no progresiva (c) y la 
inmovilidad (d) se porcentuaron respecto al total (a + b + c + d), considerado 
como 100%. Además, las muestras de semen se dividieron en tres 
subpoblaciones según su movilidad inicial: muestras A, con valores entre 60-70% 
de movilidad progresiva; muestras B, con valores entre 45-60% de movilidad 
progresiva; y muestras C, con valores entre 30-45% de movilidad progresiva. Se 
realizaron los siguientes tipos de experimentos. 
1. Las muestras de semen se dividieron en varias alícuotas y cada 
alícuota fue tratada con un péptido (SP, NKA, NKB, hHK-1 o 
[MePhe7]-NKB), a concentraciones finales entre 0,01 nM y 10 
µM, o su correspondiente solvente. La movilidad de la muestra 
se midió 5 minutos antes de la adición de las TKs y tras 1 y 15 
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minutos de contacto con el correspondiente péptido o su 
solvente.  
2. En otros experimentos, las muestras se trataron con SP (1 µM), 
hHK-1 (1 µM), NKA (1 µM), NKB (1 µM) o sus respectivos 
solventes y la movilidad se midió 5 minutos antes de su adición 
y a los 1, 15, 30, 45, 60, 120 y 240 minutos de contacto con el 
producto. 
3. Los últimos experimentos se llevaron a cabo en alícuotas 
pretratadas durante 45 minutos con el antagonista selectivo del 
receptor NK1 SR140333 (10 nM), el antagonista selectivo del 
receptor NK2 SR48968 (10 nM), el antagonista selectivo del 
receptor NK3 SR142801 (10 nM) o su solvente antes de la 
adición de las TKs o sus solventes. La movilidad se midió a los 
15 minutos de la adición de la TK en estudio. 
Se elaboraron curvas logarítmicas dosis-respuesta para SP, NKA, NKB, 
hHK-1 y [MePhe7]-NKB en presencia o ausencia de alguno de los antagonistas o 
su solvente con los datos obtenidos a los 15 minutos de exposición al agonista. 
Por otro lado, se calcularon los valores de cambio de movilidad (incremento o 
descenso) expresando el porcentaje de móviles progresivos, móviles no 
progresivos o inmóviles del siguiente modo: (valor tras x minutos de incubación 
con el péptido o su solvente) – (valor inicial medido 5 minutos antes de la adición 
del péptido o su solvente). Estos valores se representaron como incremento o 
descenso respecto al valor inicial o bien como porcentaje respecto a la respuesta 
máxima (Emax), considerando ésta como 100%. 
Por último, se llevó a cabo un experimento en el que el análisis de la 
movilidad espermática al añadir SP (1 µM) o su solvente se realizó mediante 
CASA. Estudiamos al menos 200 espermatozoides en cinco campos distintos y, 
para cada campo, se obtuvieron veinticinco imágenes digitalizadas consecutivas 
tomadas en un segundo. De este modo, pudimos analizar los cambios que 
inducía esta TK en los parámetros cinéticos de movilidad, que se han recogido en 
la Tabla 14. En base a estos parámetros, el sistema de medida CASA permite el 
estudio de la movilidad hiperactiva en los espermatozoides. Un espermatozoide 
es catalogado como hiperactivo cuando presenta una VCL > 150 µM/s, una LIN < 
50% y una ALH > 7 µm. En nuestros experimentos, realizamos medidas a los 2, 
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15, 30 60, 120, 180 y 240 minutos. Los valores de cambio para cada tiempo se 
calcularon del siguiente modo: (valor a tiempo x de adición de SP) – (valor a 
tiempo x de adición de solvente)/(valor a tiempo x de adición de solvente) x 100. 
Tabla 14: Parámetros cinéticos de la movilidad espermática determinados 
por el sistema CASA. 
Parámetro Descripción Unidad 
VCL Velocidad curvilínea. Distancia recorrida por el 
espermatozoide a lo largo de su trayectoria real en 
función del tiempo. 
µm/s 
VSL Velocidad rectilínea. Distancia recorrida por el 
espermatozoide desde el primer punto hasta el 
último de su trayectoria en función del tiempo. 
µm/s 
VAP Velocidad promedio. Distancia recorrida por el 
espermatozoide a lo largo de su trayectoria media 
en función del tiempo. 
µm/s 
LIN Índice de linealidad. Linealidad de la trayectoria 
curvilínea. Calculada como (VSL/VCL)x100. 
% 
STR Índice de rectitud. Rectitud de la trayectoria. 
Calculada como (VSL/VAP)x100. 
% 
WOB Índice de oscilación. Oscilación de la trayectoria real 
con respecto a la trayectoria promedio. Calculada 
como (VAP/VCL)x100. 
% 
ALH Amplitud promedio del desplazamiento lateral de la 
cabeza. Es la magnitud del desplazamiento lateral 
de la cabeza del espermatozoide con respecto a su 
trayectoria promedio. 
µm 
BCF Frecuencia de batido flagelar. Frecuencia con la 
cual la trayectoria curvilínea atraviesa a la 
trayectoria lineal en función del tiempo. 
Hz 
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En estas experiencias realizamos un análisis tanto manual como 
computerizado de la movilidad. Se llevaron a cabo dos tipos de experimentos: 
1. Las muestras de semen se dividieron en varias alícuotas y se 
trataron con una concentración única de fosforamidón (1 nM – 1 
µM), un inhibidor de las enzimas degradadoras de TKs, NEP y 
NEP2, o un volumen equivalente de su solvente. Como se 
describe anteriormente, la movilidad de la muestra se midió 5 
minutos antes de la adición del producto o su solvente y en los 
minutos 1, 15, 60, 120 y 240 tras la misma. 
2. Se analizó el efecto del fosforamidón (1 µM) o su solvente en 
alícuotas pretratadas durante 45 minutos con el antagonista 
selectivo del receptor NK1 SR140333 (10 nM), el antagonista 
selectivo del receptor NK2 SR48968 (10 nM), el antagonista 
selectivo del receptor NK3 SR142801 (10 nM), un cocktail de los 
tres antagonistas (10 nM de cada uno) o sus respectivos 
solventes. La movilidad se midió a los 60 minutos de la adición 
del fosforamidón.  
En todos los casos, los valores de movilidad progresiva, de movilidad no 
progresiva o de inmovilidad se expresaron como incrementos positivos o 
negativos calculados como: (valor a tiempo x de adición de fosforamidón) – (valor 
a tiempo x de adición de solvente). 
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Todos los experimentos de este apartado se realizaron con la ayuda del 
sistema CASA en las mismas condiciones descritas anteriormente. Nuevamente, 
llevamos a cabo dos tipos de experimentos: 
1. Las muestras de espermatozoides se dividieron en varias 
alícuotas y cada una de ellas fue tratada con una concentración 
única de kisspeptina (kisspeptina-13, Bachem) (10 nM – 10 µM) 
o su correspondiente solvente. La movilidad espermática se 
midió 5 minutos antes de la adición de la kisspeptina y a los 2, 
15, 30, 60 y 120 minutos tras la misma. 
2. También se analizó el efecto de la kisspeptina (10 µM) o su 
solvente en alícuotas pretratadas durante 15 minutos con un 
antagonista selectivo de KISS1R, el péptido 234 (p234, 0,3 µM) 
(Roseweir et al., 2009), o su solvente. El estudio de la movilidad 
se realizó a los mismos tiempos tras la adición de kisspeptina 
que en el caso anterior. 
Los valores de movilidad progresiva, movilidad no progresiva o inmovilidad 
se expresaron como incrementos positivos o negativos producidos por la 
kisspeptina respecto a los valores observados al mismo tiempo en las alícuotas 
tratadas con su solvente. Para ello se empleó la siguiente fórmula de 
normalización: (valor a tiempo x de adición de kisspeptina – valor inicial de esa 
alícuota) – (valor a tiempo x de adición de solvente – valor inicial de esa alícuota).  
Al igual que en los casos anteriores, se analizaron los parámetros 
cinéticos descritos en la Tabla 14, y la hiperactivación en los espermatozoides 
tratados con kisspeptina 10 µM en presencia o ausencia de p234. Los cambios 
de los diferentes parámetros de movilidad para cada tiempo se calcularon del 
siguiente modo: (valor a tiempo x de adición de kisspeptina) – (valor a tiempo x 
de adición de solvente)/(valor a tiempo x de adición de solvente) x 100. 
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8. ESTUDIOS DE LOS EFECTOS DE LAS 
TAQUICININAS SOBRE LA VITALIDAD 
ESPERMÁTICA 
Para determinar si la adición de TKs a los espermatozoides humanos 
producía algún efecto nocivo sobre los mismos, diseñamos varios experimentos. 
Uno de ellos fue el análisis de la vitalidad de los espermatozoides tras la adición 
de SP (1 µM) o su solvente a los 2, 60, 120 y 240 minutos y a las 24 horas. Para 
dicho estudio utilizamos, simultáneamente y en las mismas alícuotas, dos 
técnicas clásicas descritas por la OMS para el estudio de la vitalidad en 
espermatozoides (Organización Mundial de la Salud, 1999). En ambos casos, 
para cada tiempo estudiado, se extrajo una alícuota de la muestra tratada con SP 
y otra de la muestra tratada con su solvente. Las dos técnicas empleadas fueron: 
1. Análisis de vitalidad mediante la tinción de eosina-nigrosina. Se 
basa en que las células muertas, cuya membrana plasmática 
está dañada, permiten el paso de ciertos colorantes, mientras 
que los vivos mantienen su membrana intacta y el colorante no 
puede atravesarla. Con este test, los espermatozoides muertos 
aparecen con el núcleo teñido de rojo/rosa, mientras que los 
vivos se mantienen blancos sin teñir. Esto hace que los 
espermatozoides muertos o con la permeabilidad de la 
membrana alterada muestren sus cabezas teñidas de rojo, 
quedando sin teñir los espermatozoides vivos. Para una mejor 
visualización y conteo de las células de cada tipo al microscopio 
óptico, se realiza una contratinción con nigrosina. El 
procedimiento llevado a cabo consistió en añadir dos volúmenes 
de eosina (0,01 g/mL) al volumen de muestra a analizar, 
seguido de la adición de tres volúmenes de nigrosina (0,1 g/mL). 
Se homogeniza la suspensión y se realiza una extensión para su 
conteo en un microscopio óptico utilizando un objetivo de 
inmersión en aceite 100X. 
2. Análisis de la vitalidad mediante el test hipoosmótico. Esta 
técnica se basa en la capacidad de reacción que tienen los 
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espermatozoides vivos al ser resuspendidos en un medio con 
baja osmolaridad. La reacción consiste en el enrollamiento del 
flagelo, hecho que no ocurre en los espermatozoides que ya 
estaban muertos antes de la exposición a dicho medio. Las 
alícuotas extraídas para este análisis se centrifugan a 400 g 
para eliminar el medio de cultivo y se resuspenden en un medio 
compuesto por 0,74% de citrato sódico y 1,35% de fructosa 
disueltos en agua. Tras 10 minutos de incubación en este 
medio, se centrifugan de nuevo en las mismas condiciones, con 
el fin de concentrar los espermatozoides y visualizarlos al 
microscopio óptico utilizando un objetivo 10X. A continuación se 
procede a contar el porcentaje de espermatozoides con el 
flagelo enrollado respecto al total para establecer el porcentaje 
de espermatozoides vivos en cada tiempo de estudio. 
En ambos protocolos se calcularon los cambios producidos por la SP (1 
µM) frente al solvente del siguiente modo: (porcentaje de espermatozoides vivos 
a tiempo x tras la adición de SP) – (porcentaje de espermatozoides vivos a tiempo 
x tras la adición de solvente). 
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9. CITOMETRÍA DE FLUJO 
En estos experimentos utilizamos dos citómetros de flujo: un Beckman 
Coulter (Life Sciences, Indianapolis, IN) y un BD Accuri C6 (BD Biosciences, San 
José, CA) para llevar a cabo estudios de fragmentación de ADN, de apoptosis, de 
estrés oxidativo y de capacitación espermática. 
 
El ADN de los espermatozoides puede sufrir roturas monocatenarias o 
bicatenarias que pueden ser identificadas por la unión de nucleótidos 
modificados al extremo 3’-OH libre de estas roturas mediante la acción de la 
enzima TdT en lo que se conoce como reacción TUNEL. En nuestro caso, 
estudiamos si la adición de SP (1 µM) a una suspensión espermática era capaz 
de inducir un aumento de los niveles de fragmentación de ADN. Para ello, 
extrajimos alícuotas de una suspensión de espermatozoides que había sido 
tratada con dicha concentración de SP o su solvente y analizamos los efectos tras 
diversos tiempos de exposición (2, 60, 120, 240 minutos y 24 horas). Todas las 
muestras se sometieron al protocolo descrito en el kit In Situ Cell Death 
Detection, Fluorescein (Roche, Mannheim, Alemania) para células en suspensión. 
La lectura de los niveles de fragmentación de ADN se realizó excitando el FITC de 
los dUTP incorporados a 488 nm y detectando la emisión entre 515 y 565 nm. En 
cada ensayo se realizó un control negativo de reacción para establecer la 
autofluorescencia de la muestra. Estas medidas se realizaron en el citómetro 
Beckman Coulter. 
 
Continuando nuestros estudios sobre los posibles efectos nocivos de las 
TKs, investigamos su capacidad de inducir muerte celular por apoptosis en los 
espermatozoides. Uno de los procesos moleculares que se producen en las 
células eucariotas durante la apoptosis o muerte celular programada es la 
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redistribución del fosfolípido fosfatidilserina a la cara externa desde su 
localización habitual en la cara interna de la bicapa lipídica que conforma la 
membrana plasmática (Koopman et al., 1994; Martín et al., 1995). La anexina V 
es una proteína de unión a fosfolípidos que tiene una gran afinidad por la 
fosfatidilserina en presencia de Ca2+. Basándonos en este hecho, decidimos 
estudiar si la adición de SP (1 µM) a los espermatozoides humanos producía 
cambios en los niveles de apoptosis, en comparación con los efectos de su 
solvente. En este experimento, se trataron las suspensiones de espermatozoides 
con SP o su solvente y se extrajeron alícuotas a los 2, 60, 120, 240 minutos y 24 
horas. Se procedió al marcaje con anexina V marcada con FITC (Miltenyi Biotec, 
CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura de los niveles de 
apoptosis se realizó excitando la FITC incorporada a la anexina V a 488 nm y 
detectando la emisión entre 515 y 565 nm. En cada ensayo se realizó un control 
negativo de reacción para establecer la autofluorescencia de la muestra. Estas 
medidas se realizaron en el citómetro Beckman Coulter. 
 
Las especies reactivas del oxígeno son las responsables de la generación 
de estrés oxidativo en los distintos tipos celulares produciendo peroxidación 
lipídica y daños en el ADN. Para estudiar el posible estrés oxidativo inducido por 
la SP (1 µM) en espermatozoides usamos la sonda DHE (Sigma) (De Iuliis et al., 
2006; Aitken et al., 2006). El DHE es una molécula de escasa fluorescencia que, 
sin embargo, cuando se oxida en el interior celular por el anión superóxido (O2-·) 
crea fluorocromos capaces de unirse al ADN como el etidio y el 2-hidroxietidio, 
dando lugar a la aparición de una fluorescencia nuclear roja tras excitación a 510 
nm. Este hecho hace al DHE un indicador muy sensible de la producción de 
especies reactivas del oxígeno en el interior de los espermatozoides. Por ello 
comparamos muestras de espermatozoides tratadas con SP (1 µM) o con su 
solvente a los 2, 60, 120, 240 minutos y 24 horas de incubación para analizar si 
había un aumento de producción de anión superóxido inducida por la SP. Las 
alícuotas extraídas a cada uno de los tiempos de estudio se incubaron durante 
15 minutos en la oscuridad con DHE (2 µM). A continuación se lavaron en PBS y 
se analizaron en el citómetro Beckman Coulter utilizando una longitud de onda de 
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excitación de 535 nm. La emisión de fluorescencia fue medida a 610 nm. En 
todos los ensayos se realizó un control negativo para medir los niveles de 
autofluorescencia de la muestra. 
 
Los efectos de la SP (1 µM o 100 nM) o la kisspeptina (10 µM) sobre los 
niveles de capacitación de las muestras espermáticas se analizaron por 
citometría de flujo mediante la medida de los niveles de fosforilación de residuos 
de tirosina. Para ello utilizamos un anticuerpo monoclonal específico contra PY 
marcado con FITC (PY20 FITC, sc-508 FITC, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). 
Como en experimentos anteriores, las muestras se capacitaron en el incubador a 
37ºC y 5% CO2. Realizamos cuatro tipos de experimentos diferentes: 
1. Ensayos en espermatozoides recién capacitados mediante 
gradiente de densidad seguido de swim-up. Las suspensiones se 
introdujeron en el incubador de CO2 y se extrajeron alícuotas a 
los 15, 60, 120 y 180 minutos para su marcaje con PY20 FITC. 
Estos experimentos se realizaron para analizar el grado de 
capacitación de los espermatozoides y ver si los cambios que se 
producían en los niveles de fosforilación de tirosina permitían 
cuantificar esta capacitación por citometría de flujo. 
2. Ensayos en suspensiones de espermatozoides divididas en dos 
alícuotas, una de ellas tratada con SP (1 µM o 100 nM) y la otra 
tratada con el volumen correspondiente de solvente en el 
momento previo a su introducción en el incubador bajo 
condiciones capacitantes. Se extrajeron alícuotas a los 15, 60, 
120 y 180 minutos de cada tratamiento para su marcaje con 
PY20 FITC. 
3. Otra serie de experimentos se realizaró en muestras pretratadas 
durante 45 minutos con un cocktail de antagonistas de los 
receptores taquicinérgicos (el antagonista selectivo del receptor 
NK1 SR140333 (100 nM), el antagonista selectivo del receptor 
NK2 SR48968 (100 nM) y el antagonista selectivo del receptor 
NK3 SB222200 (1 µM)) o sus solventes antes de la adición de 
SP (1 µM) o su solvente. En estos casos, las muestras fueron 
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introducidas en el incubador tras los 45 minutos de 
pretratamiento y justo antes de la adición de la SP. Se volvieron 
a extraer alícuotas para su estudio por citometría de flujo tras 
marcaje con PY20 FITC a los 15, 60, 120 y 180 minutos. 
4. En un último grupo de experimentos se añadió kisspeptina (10 
µM) o su solvente a las muestras justo antes de su introducción 
bajo condiciones capacitantes. Del mismo modo que en los 
ensayos anteriores, se extrajeron alícuotas a los 15, 60, 120 y 
180 minutos para su estudio por citometría de flujo tras el 
marcaje con el anticuerpo PY20 FITC. 
En todos los casos, las alícuotas extraídas a cada tiempo se fijaron con 
PFA al 4% en PBS durante al menos 10 minutos. Tras centrifugar y lavar con PBS, 
los espermatozoides fijados se permeabilizaron con Triton X-100 0,5% en PBS 
durante 30 minutos en agitación. Las células se lavaron varias veces con PBS, se 
resuspendieron en una solución que contenía el anticuerpo PY20 FITC a una 
dilución 1:100 en PBS y se incubaron durante al menos 1 hora a temperatura 
ambiente y en oscuridad. Tras este tiempo, se lavaron las muestras con PBS y se 
analizaron en un citómetro BD Accuri C6. Las muestras se excitaron a 488 nm y 
la señal de emisión se recogió a 535 nm. Para todas las muestras usadas en 
estos experimentos se realizó un control negativo omitiendo el anticuerpo con el 
fin de determinar la autofluorescencia de cada muestra. 
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10. MEDIDAS DE LOS NIVELES INTRACELULARES DE 
Ca2+, [Ca2+]i, Y Na+, [Na+]i, EN EL 
ESPERMATOZOIDE 
 
Para analizar los efectos de la SP (1 µM) o la kisspeptina (10 µM) sobre la 
movilización de Ca2+ libre en el citoplasma celular, [Ca2+]i, los espermatozoides se 
capacitaron y se incubaron a continuación con la forma acetoximetilester de la 
sonda radiométrica Fura-2 (Fura-2/AM, 8 µM, Molecular Probes, Invitrogen, 
Eugene, OR, EEUU) durante 60 minutos a temperatura ambiente y en presencia 
del detergente no citotóxico ácido plurónico al 0,1% (Molecular Probes). A 
continuación, los espermatozoides se lavaron y resuspendieron en mHTF o en un 
medio con la siguiente composición: NaCl 140 mM; KCl 4,7 mM; CaCl2 2,0 mM; 
MgCl2 0,3 mM; glucosa 10 mM y HEPES 10 mM, pH 7,4. Las suspensiones en 
estudio se ajustaron a una concentración de 10 millones de espermatozoides por 
mililitro y se añadieron alícuotas de 1 ml a una cubeta de cuarzo en el 
espectrofluorímetro (SLM Aminco-Bowman, Series 2; Microbeam, Barcelona, 
España) manteniendo una agitación magnética constante a 37ºC. La suspensión 
de espermatozoides marcada con la sonda específica de Ca2+ Fura-2 se iluminó 
alternativamente a dos longitudes de onda de excitación (340 nm y 380 nm). La 
longitud de onda de emisión de la sonda es 510 nm. Los cambios en la [Ca2+]i se 
monitorizaron usando la ratio de fluorescencia F340/F380. Al final de todos los 
experimentos se añadió progesterona (1 µM) como control interno. La calibración 
de la [Ca2+]i se llevó a cabo siguiendo la ecuación de Grynkiewicz (Grynkiewicz et 
al., 1985), añadiendo Tritón X-100 (5%) para obtener la respuesta máxima y EGTA 
(40 mM) para obtener la respuesta mínima de cada ensayo. 
Por otro lado, monitorizamos la [Ca2+]i en espermatozoides aislados. Para 
ello, los espermatozoides se incubaron con la forma acetoximetilester de otra 
sonda específica de Ca2+, el Oregon Green (Oregon Green 488 BAPTA-2, 10 µM, 
Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, EEUU) durante 60 minutos a 
temperatura ambiente en presencia del detergente no citotóxico ácido plurónico 
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al 0,1% (Molecular Probes). A continuación, los espermatozoides se lavaron, se 
resuspendieron en mHTF y se inmovilizaron en cámaras de Neubauer para su 
observación en el microscopio de fluorescencia Olympus BX-51, excitando a 488 
nm (longitud de onda de excitación de la sonda). Inmediatamente se introdujeron 
en la cámara 100 µl de una solución con SP 1 µM o progesterona 1 µM y se 
tomaron imágenes sucesivas de espermatozoides inmovilizados para visualizar el 
cambio en la [Ca2+]i. 
 
Para analizar el posible efecto de la SP (1 µM) y de la kisspeptina (10 µM) 
sobre la concentración de Na+ libre en el citoplasma celular, [Na+]i, los 
espermatozoides se capacitaron, se ajustaron a una concentración de 35 
millones por mililitro y se incubaron en mHTF con la forma acetoximetilester de la 
sonda SBFI (SBFI/AM, 10 µM; Invitrogen) durante 360 minutos a temperatura 
ambiente en presencia de ácido plurónico (0,1%). Tras esta incubación, los 
espermatozoides se resuspendieron nuevamente en mHTF. Las alícuotas de 1 ml 
a ensayar se dispusieron en una cubeta de cuarzo de espectrofluorimetría, como 
se describió anteriormente para las muestras marcadas con Fura-2. En estos 
casos, la suspensión espermática se excitó alternativamente con dos longitudes 
de onda (340 nm y 385 nm) y la fluorescencia emitida fue recogida a 495 nm. 
Los cambios en la [Na+]i se expresaron en función de la ratio de fluorescencia 
F340/F385, específico para la sonda SBFI. Como control interno se añadió al 
final de cada experimento EGTA (4 mM). 
  
Metodología 
114 
 
11. ESTUDIOS DE QUIMIOTAXIS 
Basándonos en la quimiotaxis que experimentan los espermatozoides 
hacia el FF y en experiencias previas descritas en la bibliografía (Ralt et al., 1994; 
Cohen-Dayag et al., 1995; Eisenbach y Tur-Kaspa, 1999; Eisenbach y Giojalas, 
2006; Kaupp et al., 2008; Teves et al., 2009), diseñamos un sistema que nos 
permitiera estudiar y cuantificar este hecho (Figura 13). Para ello utilizamos una 
placa Petri de 100 mm de diámetro y rayamos su superficie con un lápiz de 
diamante, con el fin de establecer los límites de cada una de las partes del 
diseño. Rodeándolo se colocaron papeles de filtro empapados en PBS para 
aumentar la humedad cercana a las gotas y minimizar su posible evaporación. 
Del mismo modo, el sistema se colocó sobre un soporte nivelado para 
asegurarnos que estaba en perfecto equilibrio y que el efecto quimiotáctico no se 
veía interferido por efecto de la fuerza de la gravedad. Para llevar a cabo los 
experimentos, se disponían 100 µL de una suspensión de espermatozoides 
pretratados durante 45 minutos con un cocktail de antagonistas de los 
receptores taquicinérgicos (el antagonista selectivo del receptor NK1 SR140333 
(100 nM), el antagonista selectivo del receptor NK2 SR48968 (100 nM), el 
antagonista selectivo del receptor NK3 SB222200 (1 µM)) o sus solventes, a una 
concentración de 20 millones por mililitro, en el centro de la cámara. A 1,5 cm de 
distancia de los espermatozoides se disponían 85 µL de FF a un lado y 85 µL de 
medio mHTF al otro. En los brazos que conectaban las 3 gotas se colocaron 15 µL 
de FF en un lado y 15 µL de mHTF en el otro, sin llegar a unirse con ninguna de 
las gotas mayores. La unión entre gotas se producía en el orden indicado en la 
figura 13 con ayuda de una punta de pipeta que era reemplazada tras cada 
acción para evitar el arrastre de los diferentes medios y/o espermatozoides entre 
las distintas partes del sistema.  
 
Figura 13: Cámara para realizar experimentos de quimiotaxis. El orden de 
unión de las gotas entre sí se representa en los círculos. 
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Tras la unión de todas las gotas, se extraían 5 µl de las gotas de los 
extremos a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos y se contaba, con ayuda de un 
microscopio óptico el número de espermatozoides en cuatro campos distintos. 
Este procedimiento se realizaba dos veces y se obtenía la media de los datos 
obtenidos en cada gota analizada. La normalización de los datos se realizó del 
siguiente modo: (número de espermatozoides encontrados en la gota de FF – 
número de espermatozoides encontrados en la gota de mHTF) / (número de 
espermatozoides encontrados en la gota de mHTF) * 100. Esta normalización se 
realizó tanto en los experimentos donde los espermatozoides fueron tratados con 
los antagonistas de los receptores de la TKs como en aquellos donde se 
incubaron solo con sus solventes. 
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12. ESTUDIOS DE REACCIÓN ACROSÓMICA 
El estado acrosómico de los espermatozoides fue analizado mediante la 
técnica de unión al acrosoma del FITC-PSA (Mendoza et al., 1992; Bedu-Addo et 
al., 2005). Tras el swim-up, la concentración de las muestras se ajustó a 10 
millones de espermatozoides por mililitro y se dispusieron bajo condiciones 
capacitantes a 37ºC y 5% CO2 durante 6 horas. Tras este tiempo, se añadieron 
los productos en estudio o sus diferentes solventes, realizándose diversos 
experimentos: 
1. Algunas muestras se dividieron en cuatro alícuotas que se 
trataron con SP (1 µM), el ionóforo A23187 (10 µM) o sus 
respectivos solventes, y dejando actuar los distintos compuestos 
durante 60 minutos más en las mismas condiciones. El ionóforo 
se emplea para conocer el grado máximo de inducción de la 
reacción acrosómica que puede alcanzar la muestra.  
2. Otras muestras fueron sometidas a un tratamiento similar, pero 
se expusieron a la acción de la kisspeptina (10 µM), el ionóforo 
A23187 (10 µM) o sus respectivos solventes empleando los 
mismos tiempos de incubación. 
Al final del periodo de incubación, los espermatozoides se centrifugaron y, 
tras la eliminación del sobrenadante, se resuspendieron nuevamente en solución 
hipoosmótica idéntica a la descrita anteriormente en el apartado de análisis de 
vitalidad de los espermatozoides. Tras 10 minutos, se lavaron con PBS y se 
colocaron en portaobjetos pretratados con poli-L-lisina. Las células se fijaron y 
permeabilizaron con metanol durante 30 segundos y se dejaron secar al aire. 
Posteriormente los portaobjetos se incubaron en la oscuridad con 50 µl de 
solución de FITC-PSA a una concentración de 50 µg/ml durante 30 minutos en 
cámara húmeda. Pasado este tiempo, los portaobjetos se lavaron con agua 
bidestilada y se montaron con el medio de montaje Citifluor Solid Mountant Kit 
(Agar Scientific, Essex, UK). El estado de los acrosomas se evaluó utilizando un 
microscopio de fluorescencia Olympus BX-51. Los espermatozoides que tenían el 
acrosoma intacto presentaban una señal fluorescente muy intensa en la región 
acrosomal, mientras que los que ya habían sufrido la reacción acrosómica no 
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mostraban ninguna señal en esta región o únicamente se observaba la 
fluorescencia en la región ecuatorial de la cabeza. Se contaron al menos 200 
células para cada condición experimental y solo las células positivas para el test 
hiposmótico (con el flagelo enrollado) se consideraron para este conteo. El 
porcentaje de reacción acrosómica para cada compuesto en estudio (SP, 
kisspeptina y A23187) se calculó mediante la siguiente fórmula: (porcentaje de 
espermatozoides acrosomo-reaccionados en la alícuota tratada con el 
compuesto) – (porcentaje de espermatozoides acrosomo-reaccionados en la 
alícuota tratada con su respectivo solvente al mismo tiempo). La reacción 
acrosómica espontánea se midió realizando el mismo procedimiento antes de la 
adición de los productos en estudio. 
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13. ESTUDIOS DE LA DISTRIBUCIÓN DE LAS BALSAS 
LIPÍDICAS DURANTE LA REACCIÓN 
ACROSÓMICA 
Sabiendo que uno de los componentes mayoritarios de estas balsas 
lipídicas es el gangliósido GM1 por el que muestra una alta afinidad la CTB, 
podemos visualizar estas estructuras en espermatozoides con el acrosoma 
intacto o acrosomo-reaccionados conjugando la detección de la CTB con la 
técnica FITC-PSA de unión a los acrosomas descrita anteriormente. Para llevar a 
cabo estos experimentos, las muestras de semen se dividieron en dos alícuotas 
que se incubaron en condiciones capacitantes durante 6 horas a 37ºC y 5% CO2. 
Tras este tiempo, una alícuota fue tratada con el ionóforo A23187 (10 µM) y la 
otra con su solvente durante una hora más. Al finalizar este período de 
incubación, las alícuotas se lavaron con PBS y se resuspendieron en una solución 
con CTB unido a Alexa Fluor-594 (1 µg/ml) en mHTF durante 10 minutos en 
oscuridad. Los espermatozoides se lavaron y se resuspendieron en una solución 
que contenía un anticuerpo anti-CTB desarrollado en conejo (1:100) durante 15 
minutos, nuevamente en oscuridad. Por último, las alícuotas se fijaron durante 
10 minutos en PFA al 4% en PBS. Todos estos procedimientos (incubaciones y 
centrifugaciones) se realizaron a 4ºC para asegurar la estabilidad de las 
membranas minimizando la fluidez de la bicapa lipídica. A continuación, y ya a 
temperatura ambiente, se llevó a cabo el protocolo de tinción acrosomal con FITC-
PSA (permeabilización con metanol, incubación con FITC-PSA, lavado y montaje). 
En este caso el montaje se realizó con Prolong Gold Anteface Reagent con DAPI y 
las preparaciones se evaluaron en un microscopio de fluorescencia Olympus BX-
51. Para cada técnica y tratamiento, se contaron los espermatozoides que 
presentaban señal en la región acrosomal. En cada alícuota estudiada se 
evaluaron al menos 200 espermatozoides. 
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Siguiendo el esquema experimental anterior, procedimos a analizar si la 
distribución de las TKs que aparecen en el acrosoma presenta variaciones tras la 
reacción acrosómica. Para ello, dividimos las muestras de espermatozoides en 
dos alícuotas que fueron incubadas bajo condiciones capacitantes (6 horas a 
37ºC y 5% CO2). Tras este tiempo, una alícuota se trató con el ionóforo A23187 
(10 µM) y la otra alícuota con su solvente durante 60 minutos. Posteriormente se 
realizó la tinción de las balsas lipídicas siguiendo el protocolo descrito en el punto 
anterior. Tras la fijación con PFA al 4% en PBS, los espermatozoides se 
extendieron en portaobjetos pretratados con poli-L-lisina y se fijaron con metanol 
a -20ºC durante 20 minutos. Tras este paso, los portaobjetos se bloquearon con 
caseína al 2% en PBS durante 2 horas para evitar la unión inespecífica de los 
anticuerpos primarios. La incubación con los anticuerpos primarios policlonales 
que reconocían a SP y a HK-1, a las diluciones recogidas en la Tabla 10, se 
realizó durante toda la noche a 4ºC. A la mañana siguiente y tras varios lavados 
en PBS, las muestras se incubaron durante 60 minutos con un anticuerpo 
secundario conjugado con FITC (Tabla 10). Finalmente, las preparaciones se 
montaron con el medio Prolong Gold (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, OR) 
conteniendo DAPI que se une específicamente al núcleo y se visualizaron en un 
microscopio de fluorescencia Olympus BX-51. 
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14. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Para cada grupo de experiencias se calcularon los parámetros de 
distribución media aritmética y error estándar de la media. Todos los valores 
numéricos se han expresado como medias ± error estándar de la media para un 
número n de experiencias en n donantes de semen diferentes. 
Según las características de los datos a comparar, utilizamos los 
siguientes test estadísticos: 
1. Comparaciones entre dos medias: 
a. Para distribuciones normales: test de la t de Student 
para muestras pareadas o para muestras 
independientes, según el caso. 
b. Para distribuciones no paramétricas: test de la U de 
Mann-Whitney. 
2. Comparaciones entre más de dos medias: 
a. Para distribuciones normales: análisis de varianza 
(ANOVA). 
b. Para distribuciones no paramétricas: test de Kruskal-
Wallis. 
Para la aplicación de estos test estadísticos se utilizó el programa 
GRAPHPAD PRISM (versión 5.0; GRAPHPAD Software Inc., San Diego, CA, USA). 
Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas para valores de 
P<0,05. 
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1. EXPRESIÓN Y LOCALIZACIÓN DE LOS 
RECEPTORES TAQUICINÉRGICOS EN 
ESPERMATOZOIDES HUMANOS. IMPLICACIÓN 
EN LA MOVILIDAD ESPERMÁTICA HUMANA Y 
POSIBLES EFECTOS ADVERSOS DE SU 
ACTIVACIÓN 
 
 
 
Los ARNm de los genes que codifican los distintos receptores 
taquicinérgicos, TACR1, TACR2 y TACR3, no se detectaron en espermatozoides 
humanos maduros empleando técnicas de PCR. Sin embargo, los fragmentos de 
amplificación esperados para cada uno de estos genes sí se observaron en el 
control positivo, formado por un pool de ARNs procedentes de 20 tejidos 
humanos diferentes. Dichos fragmentos no aparecen en ninguno de los controles 
negativos; uno realizado en ausencia de la transcriptasa inversa en la reacción, 
que descarta la presencia de ADN genómico, un segundo realizado en ausencia 
de ARN en la amplificación y un último control, consistente en la no adición de 
espermatozoides durante la extracción, que descarta la contaminación con la 
secuencia diana durante la purificación del ARNm y/o síntesis de ADNc. 
En paralelo, detectamos la expresión de los dos genes usados como 
control interno: GAPDH y ACTB, tanto en las extracciones correspondientes a los 
espermatozoides como en el control positivo, mientras que no aparecieron 
bandas en ninguno de los dos controles negativos (Figura 14). 
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Figura 14: Análisis de la expresión de los ARNm de TACR1, TACR2, TACR3, 
GAPDH y ACTB  en espermatozoides humanos. La figura muestra la fotografía 
de un gel de agarosa en el que se observan los productos de amplificación 
de PCR obtenidos a partir del ADNc de espermatozoides (spz) o una mezcla 
de ADNc procedente de 20 tejidos diferentes (control positivo de 
amplificación, cp). Las cantidades de ADNc utilizadas en cada caso fueron 
equivalentes y se determinaron mediante la amplificación y cuantificación 
previa de ACTB y GAPDH, utilizados como controles internos de 
amplificación. M: marcador de peso molecular; spz: espermatozoides; cn: 
controles negativos. n=6.  
El empleo de técnicas de inmunocitoquímica nos permitió detectar la 
presencia y localización de los receptores NK1, NK2 y NK3 en espermatozoides 
humanos. La inmunoreactividad positiva del receptor NK1 se observó 
fundamentalmente en la región acrosomal de la cabeza, la pieza media y la pieza 
principal del flagelo (Figura 15). El receptor NK2 aparece principalmente en la 
región acrosomal y el segmento ecuatorial de la cabeza, así como a nivel del 
cuello y la pieza principal del flagelo, siendo particularmente abundante en la 
región final del flagelo (Figura 15). Por último, la inmunoreactividad positiva del 
receptor NK3 se localiza mayoritariamente en la zona postacrosomal de la cabeza 
y en la pieza media y de forma muy tenue en la pieza principal del flagelo (Figura 
15). La especificidad de estos resultados se demostró mediante la desaparición 
de las señales al realizar la incubación en ausencia del anticuerpo primario (datos 
no mostrados). 
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Figura 15: Inmunodetección de los receptores NK1, NK2 y NK3 en el 
espermatozoide humano (A) Imágenes de inmunofluorescencia de 
espermatozoides teñidos con anticuerpos primarios anti-NK1, anti-NK2 y 
anti-NK3 donde se muestran las localizaciones específicas de cada 
receptor. (B) Imágenes de contraste de fases correspondientes a cada 
micrografía de inmunofluorescencia. (C) Detalle de la inmunofluorescencia 
específica para cada receptor. n=6. Barra de escala = 10 µm. 
La presencia de los receptores taquicinérgicos en espermatozoides 
humanos se confirmó mediante el análisis de Western blot en extractos proteicos 
obtenidos a partir de dichas células. Utilizando anticuerpos policlonales 
específicos para cada uno de los receptores, detectamos bandas específicas de 
alrededor de 59 KDa para NK1, de 52 KDa para NK2 y de 55 KDa para NK3. 
Además, en el caso del receptor NK2, aparece otra banda secundaria de 
aproximadamente 105 KDa (Figura 16). Este hecho puede deberse a distintas 
modificaciones postraduccionales que pueden sufrir estos receptores, como por 
ejemplo, las glicosilaciones (Wheatley y Hawtin, 1999).  
Se observaron bandas del mismo tamaño cuando se realizó el Western 
blot sobre extractos proteicos de útero humano, utilizado como control positivo, y 
desaparecieron al omitir el anticuerpo primario del ensayo (datos no mostrados). 
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Figura 16: Análisis de Western blot que demuestra la presencia de los tres 
receptores taquicinérgicos (NK1, NK2 y NK3) en extractos proteicos de 
espermatozoides humanos. La banda de la izquierda representa el marcador 
de peso molecular. Los blots son representativos de los resultados 
obtenidos en 4 donantes normozoospérmicos diferentes,  
1.3  
 
En las muestras ensayadas, todas las TKs produjeron un aumento dosis-
dependiente de la movilidad progresiva a los 15 minutos de incubación (Figura 
17A). De todas ellas, la que mostró mayor potencia fue la SP, que indujo un 
incremento de la movilidad progresiva a bajas dosis (0,1 nM). Sin embargo, 
necesitamos una dosis 10 veces más alta (1 nM) para observar los efectos sobre 
movilidad progresiva del resto de TKs (NKA, NKB y HK-1). El agonista selectivo del 
receptor NK3, [MePhe7]-NKB, provocó el mismo efecto sobre la movilidad 
progresiva a concentraciones superiores (10 nM) (Figura 17B). 
El incremento del porcentaje de espermatozoides móviles progresivos fue 
acompañado por un descenso en el porcentaje de espermatozoides que 
presentaban una movilidad no progresiva, sin afectar al número de 
espermatozoides inmóviles. Del mismo modo, se observó que los efectos ded las 
TKs eran mucho más pronunciados cuando la movilidad progresiva inicial era 
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menor, observándose un respuesta mayor en las muestras C que en las A y B (ver 
metodología, página 101). La Figura 18 muestra los resultados obtenidos con SP. 
Los efectos de la SP, NKA, NKB y HK-1 (1 µM) sobre la movilidad 
progresiva se mantuvieron durante períodos largos de incubación y se observaron 
hasta 4 horas tras la adición de los péptidos (Tabla 15). 
Por otro lado, incubando previamente durante 45 minutos con 
antagonistas selectivos de los distintos receptores taquicinérgicos, pudimos 
analizar la importancia de cada uno de ellos en el aumento de la movilidad 
progresiva inducida por las TKs. Tanto el antagonista selectivo del receptor NK1, 
SR140333 (10 nM), como el antagonista selectivo del receptor NK2, SR48968 
(10 nM), inhibieron los efectos de las TKs sobre la movilidad progresiva y no 
progresiva. El antagonista específico del receptor NK3, SR142801 (10 nM), 
produjo una inhibición menor de dichos efectos, aunque también significativa. En 
la figura 19A y 19B se representan los efectos de los distintos antagonistas sobre 
la SP, aunque el efecto fue similar para el resto de TKs. Por otro lado, los efectos 
de [MePhe7]-NKB, solo fueron inhibidos cuando los espermatozoides se 
incubaron con SR142801 y no se vieron afectados en presencia de SR140333 o 
SR48968 (Figura 19C). La incubación con los antagonistas solos no indujo ningún 
efecto sobre la movilidad espermática (datos no mostrados). 
Tabla 15: Efecto de las TKs sobre la movilidad espermática humana tras 
diversos tiempos de incubación. Los valores de movilidad progresiva en las 
muestras C se midieron antes y después de añadir las diferentes TKs (1 µM) 
o sus correspondientes solventes  a determinados tiempos. Los resultados 
se expresan como media ± SEM, siendo n el número de experimentos llevados 
a cabo en n diferentes donantes. * P<0,05 respecto al valor inicial. 
TK o 
solvente 
 Tiempo de incubación (min) 
 n 0 2 30 60 120 240 
SP 5 36,4±2,5 60,0±5,5* 68,8±5,0* 77,2±6,5* 75,8±4,7* 70,0±4,6* 
NKA 4 37,3±3,0 61,3±7,7* 62,3±4,8* 59,7±3,5* 64,7±3,0* 61,7±2,8* 
NKB 4 37,4±2,9 57,7±3,6* 56,3±2,9* 55,3±3,6* 54,0±3,1* 51,0±5,7* 
HK-1 4 36,7±3,2 70,3±4,7* 63,0±5,0* 67,7±3,3* 69,7±3,3* 67,0±2,0* 
Solv SP, 
NKA, HK-1 
4 33,0±3,8 27,8±4,6 23,8±5,5 22,5±5,3 20,9±6,5 22,8±6,4 
Solv NKB 4 38,0±3,2 37,5±1,9 33,5±3,0 32,0±5,3 26,0±6,8* 22,0±7,5* 
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Figura 17: Efectos de las taquicininas (TKs) sobre la movilidad progresiva 
de espermatozoides humanos tras 15 minutos de incubación. La figura 
muestra las curvas concentración-respuesta obtenidas para las distintas 
TKs ensayadas (SP, NKA, NKB, HK-1 y [MePhe7]-NKB) a concentraciones 
comprendidas entre 0,01 nM y 10 µM en muestras con una movilidad 
progresiva inicial entre 30 y 45% (muestras C, ver metodología, página 
101). (A) Respuestas de los diferentes péptidos expresadas como porcentaje 
de cambio de movilidad progresiva respecto al valor inicial. (B) 
Respuestas de cada uno de los péptidos expresadas como porcentaje de la 
respuesta máxima producida por cada uno de ellos (Emáx). Los valores 
representan medias ± SEM de 3-10 experimentos, dependiendo de la TK y de 
la concentración empleada. 
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Figura 18: Efecto de la SP (0,01 nM – 10 µM) sobre la movilidad 
espermática humana tras 15 minutos de incubación. El análisis de la 
movilidad se realizó de acuerdo a las recomendaciones de la OMS y los 
espermatozoides se dividieron en móviles progresivos (barra blanca), 
móviles no progresivos (barra gris) e inmóviles (barra negra), expresados 
como porcentaje del total (100%) en cada muestra. (A) Efecto de la SP en 
muestras A con movilidad progresiva inicial entre 60 y 70% (n=5). (B) 
Efecto de la SP en muestras C con movilidad progresiva inicial entre 30 y 
45% (n=8). (C) Efecto del solvente de la SP (experiencias control) en 
muestras C (n=8). Los resultados representados son medias ± SEM. *P<0,05, 
diferencia significativa respecto a las respuestas observadas en los 
controles pareados incubados con el solvente. 
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Figura 19: Curvas concentración-respuesta para la SP y la [MePhe7]-NKB 
(0,01 nM – 10 µM, 15 minutos de incubación) en muestras de espermatozoides 
preincubadas durante 45 minutos con SR140333 (10 nM, antagonista selectivo 
del receptor NK1), SR48968 (10 nM, antagonista selectivo del receptor 
NK2), SR142801 (10 nM, antagonista selectivo del receptor NK3) o su 
correspondiente solvente (curvas control). La figura muestra los 
resultados obtenidos en muestras de movilidad C (con movilidad progresiva 
inicial entre 30 y 45%). (A) Efectos de la SP sobre la movilidad 
progresiva. (B) Efectos de la SP sobre la movilidad no progresiva. (C) 
Efectos de la [MePhe7]-NKB sobre la movilidad progresiva. Los datos se han 
expresado como porcentaje de la respuesta máxima (Emáx) de los agonistas en 
las alícuotas de control. Los valores representados son medias ± SEM de 5-
16 experimentos. *P<0,05, diferencia significativa respecto a las 
respuestas en los correspondientes controles. 
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Para analizar los efectos de la SP sobre los parámetros cinéticos de la 
movilidad espermática, se empleó el sistema computerizado CASA en muestras 
de espermatozoides de diferentes movilidades iniciales (muestras A, B y C). En el 
caso de los parámetros de velocidad, la adición de SP (1 µM) produjo un aumento 
de VCL, VSL y VAP. Los valores obtenidos fueron estadísticamente significativos a 
los 15 y a los 60 minutos para VCL, a los 15 minutos para VSL y a los 2, 15, 30 y 
60 minutos para VAP (Figura 20). En el caso de los índices que describen las 
trayectorias de los espermatozoides, tras la adición de SP se observó un breve 
aumento de los mismos (Figura 21), siendo solo estadísticamente significativo el 
que se producía en LIN a los 30 minutos. Este aumento fue seguido de un breve 
descenso en estos parámetros a partir del minuto 30, que solo alcanzó 
significación estadística en el caso del índice WOB a los 240 minutos. No se 
observó ningún cambio significativo a ninguno de los tiempos analizados para 
STR (Figura 21). Por otro lado, la amplitud del desplazamiento lateral de la 
cabeza de los espermatozoides (ALH) aumentó en los espermatozoides tratados 
con SP, pero el incremento solo fue significativo a los 60 y 120 minutos. Por 
último, la frecuencia de batido flagelar (BCF) no se vio modificada por la acción de 
la SP sobre la movilidad espermática (Figura 22). 
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Figura 20: Efecto de la SP (1 µM) sobre los parámetros de velocidad de la 
movilidad espermática tras diversos tiempos de incubación. (A) Efecto de 
la SP sobre la velocidad curvilínea VCL (n=15) (B) Efecto de la SP sobre 
la velocidad rectilínea VSL (n=15) (C) Efecto de la SP sobre la velocidad 
promedio VAP (n=15). Los resultados fueron normalizados mediante la 
fórmula (tratamiento-control)/control*100. Los valores representados son 
medias ± SEM. *P<0,05, diferencia significativa respecto al tiempo 0. 
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Figura 21: Efecto de la SP (1 µM) sobre los índices de trayectoria de la 
movilidad espermática tras diversos tiempos de incubación. (A) Efecto de 
la SP sobre el índice de linealidad LIN (n=15) (B) Efecto de la SP sobre 
el índice de rectitud STR (n=15) (C) Efecto de la SP sobre el índice de 
oscilación WOB (n=15). Los resultados fueron normalizados mediante la 
fórmula (tratamiento-control)/control*100. Los valores se han representado 
como medias ± SEM. *P<0,05, diferencia significativa respecto al tiempo 0. 
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Figura 22: Efecto de la SP (1 µM) sobre los parámetros (A) amplitud de 
desplazamiento lateral de la cabeza, ALH (n=9)  y (B) frecuencia de batido 
flagelar, BCF (n=9)  tras diversos tiempos de incubación. Los resultados 
fueron normalizados mediante la fórmula (tratamiento-control)/control*100. 
Los valores representan medias ± SEM en 15 muestras diferentes. *P<0,05, 
diferencia significativa respecto al tiempo 0. 
 
Procedimos a determinar si la adición de TKs, además de provocar un 
aumento en la movilidad progresiva, producía algún daño sobre los 
espermatozoides humanos. Para ello, añadimos SP (1 µM) a diferentes muestras 
espermáticas y analizamos sus efectos sobre diversos parámetros relacionados 
con la viabilidad de los espermatozoides, como la vitalidad, la fragmentación de 
ADN, la apoptosis y el estrés oxidativo. 
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Mediante marcaje específico de espermatozoides con anexina V, pudimos 
comprobar que los niveles de espermatozoides apoptóticos no fueron 
modificados en presencia de SP ni a tiempos cortos de exposición ni a tiempos 
largos. Por otro lado, los niveles de estrés oxidativo en los espermatozoides, 
medidos mediante DHE, tampoco se vieron alterados por la adición de SP. A 
pesar de no presentar significación estadística, parece que la tendencia nos 
muestra un leve efecto antioxidante de la SP ya que a todos los tiempos 
ensayados el nivel de estrés oxidativo de la alícuota tratada con SP fue menor 
que la que solo fue expuesta a su solvente. Del mismo modo, los niveles de 
fragmentación del ADN espermático permanecieron inalterados tras el 
tratamiento con SP. Por último, empleando dos técnicas diferentes de análisis de 
la vitalidad (test hiposmótico y tinción con eosina/nigrosina) observamos que la 
adición de SP no provoca ninguna variación significativa respecto a su solvente 
(Figura 23).  
 
Figura 23: Posibles efectos nocivos de la SP (1 µM) tras incubación de los 
espermatozoides con la TK a diversos tiempos. (A) Análisis de la apoptosis 
mediante anexina V (n=9) (B) Análisis del estrés oxidativo mediante DHE 
(n=8). (C) Análisis de la fragmentación del ADN mediante la técnica de 
TUNEL (n=9). (D) Análisis de la vitalidad mediante el test hipoosmótico 
(barra negra) y la tinción de eosina/nigrosina (barra blanca) (n=9). Los 
resultados fueron normalizados mediante la fórmula (tratamiento-control) 
para cada uno de los tiempos estudiados. Los valores se han representado 
como medias ± SEM. No se hallaron diferencias significativas respecto al 
tiempo 0 en ninguno de los parámetros analizados.  
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2. EXPRESIÓN Y LOCALIZACIÓN DE LAS 
TAQUICININAS Y SUS PRINCIPALES ENZIMAS 
DEGRADADORAS (NEP Y NEP2) EN TESTÍCULO, 
PLASMA SEMINAL Y ESPERMATOZOIDES 
HUMANOS. IMPLICACIÓN EN LA MOVILIDAD 
ESPERMÁTICA HUMANA. 
 
 
Los ARNm de los genes que codifican la SP/NKA (TAC1), la NKB (TAC3), la 
HK-1 (TAC4), la NEP (MME) y la NEP2 (MMEL1) se detectaron en los 
espermatozoides y testículos humanos ensayados, así como en el pool de 20 
tejidos humanos usado como control positivo. En espermatozoides, los ARNm de 
TAC4 y de MME solo se observaron tras la reamplificación del ADNc. Mediante la 
utilización de primers específicos y reamplificación del ADNc, observamos que, 
entre los isoformos del gen TAC1, solo se detectan en espermatozoides humanos 
los transcritos γ y δ. Sin embargo, en testículos humanos pudimos ver la 
expresión de los isoformos β, γ y δ, éste último solamente tras reamplificación del 
ADNc (Figura 24). Por otro lado, las variantes de splicing del gen TAC4 fueron 
localizadas en el control positivo pero no en los ADNc de espermatozoides ni de 
testículo (datos no mostrados). 
En todas las extracciones de espermatozoides verificamos la presencia 
del gen ACR y la ausencia del gen CD4, lo que permite asegurar la especificidad 
de la extracción. Por el contrario y como cabía esperar, ambos genes se 
detectaron en las extracciones de testículos humanos (Figura 24). En todos los 
experimentos se introdujeron tres controles negativos (sin transcriptasa reversa, 
sin ARN en la reacción de la transcriptasa reversa y sin ADNc) sin que se 
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observara en ninguno de los casos la aparición de productos de reacción de la 
PCR. 
 
Figura 24: Análisis de la expresión de los ARNm de TAC1, TAC3, TAC4, MME, 
MMEL1, CD4 y ACR por PCR en espermatozoides humanos. Los isoformos del gen 
TAC1 y los trascritos de los genes TAC4 y MME solo fueron detectados tras 
reamplificación del ADNc. M: marcador de peso molecular; SPZ: 
espermatozoides; TES: testículo; (-): control negativo; (+): control 
positivo (mezcla de ADNc procedente de 20 tejidos humanos diferentes). 
n=6.  
 
 
Empleando técnicas de inmunocitoquímica, demostramos la presencia de 
todas las TKs en las células espermáticas (Figura 25). El marcaje para la SP 
apareció de forma intensa en la región acrosomal. También se observó 
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inmunoreactividad alrededor del cuello y/o en la pieza principal del flagelo en 
aproximadamente un 15% de los espermatozoides analizados. La NKA se localizó 
principalmente alrededor del cuello con una señal de menor intensidad en la 
cabeza y en la pieza principal del flagelo. La inmunoreactividad positiva para la 
NKB se observó en el segmento ecuatorial de la cabeza y con menor intensidad 
en la región postacrosomal de la misma. La HK-1 presentó una intensa 
inmunofluorescencia en la región acrosomal de la cabeza y en el flagelo, 
fundamentalmente en la pieza media, y de forma más leve en el cuello. Las 
señales de inmunofluorescencia no aparecieron cuando los anticuerpos 
específicos para las TKs SP, NKA y HK-1 fueron preincubados con los respectivos 
péptidos inmunógenos a las concentraciones recomendadas por el laboratorio 
fabricante (5 µg/ml), poniendo de manifiesto la especificidad de estos 
anticuerpos. En el caso de la NKB, se utilizaron dos anticuerpos primarios 
diferentes, observándose una localización idéntica en ambos casos. 
En paralelo, utilizamos técnicas de inmunohistoquímica para estudiar la 
presencia de la SP y la HK-1 en cortes de testículo humano. Ambos péptidos 
aparecen localizados en los túbulos seminíferos pero mientras que la SP muestra 
inmunoreactividad positiva en todo el túbulo, con una mayor intensidad en la 
periferia del mismo, la HK-1 tiene una mayor presencia en las zonas más 
cercanas a la luz del túbulo (Figura 26). 
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Figura 25: Localización por inmunofluorescencia de las taquicininas SP, 
NKA, NKB y HK-1 en espermatozoides humanos capacitados. (A) Imagen de 
contraste interdiferencial. (B) Imagen de inmunofluorescencia para cada 
péptido donde se pone de manifiesto la localización específica para cada 
uno de ellos. Barra de escala = 50 µm, excepto para la última pareja de 
imágenes, donde la barra representa 10 µm, n=6. 
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Figura 26: Localización de (A) la SP y (B) la HK-1 en cortes de testículo 
humano. Las imágenes (C) son controles negativos donde solo se aprecia la 
tinción hemaoxilina-eosina. La inmunoreactividad positiva para la SP y la 
HK-1 se observa en los túbulos seminíferos del testículo humano. Barra de 
escala = 100 µm, n=3.  
 
 
Mediante técnicas de inmunofluorescencia detectamos la presencia de 
las enzimas NEP y NEP2 en espermatozoides humanos, además de poner de 
manifiesto su localización en los mismos. La inmunoreactividad positiva de la 
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NEP se observó en el segmento ecuatorial de la cabeza espermática en la 
mayoría de los espermatozoides analizados en cada una de las preparaciones 
(aproximadamente el 80%). En una pequeña población de espermatozoides 
(aproximadamente un 3%), la NEP se localizó en el cuello y fue indetectable en el 
resto de las células (el 17% aproximadamente). La NEP2 se localizó en el 
segmento ecuatorial y en la región postacrosomal en casi la totalidad de las 
células analizadas (Figura 27). En los ensayos negativos, realizados en ausencia 
del anticuerpo primario no apareció ningún tipo de señal positiva (datos no 
mostrados). 
 
Figura 27: Localización por inmunofluorescencia de la NEP y la NEP2 en 
espermatozoides humanos capacitados. (A) Imagen de contraste 
interdiferencial. (B) Imagen de inmunofluorescencia para cada enzima donde 
se pone de manifiesto la localización específica para cada uno de ellos. 
Barra de escala = 10 µm, n=6. 
La presencia de las enzimas NEP y NEP2 en espermatozoides y en plasma 
seminal se analizó también mediante Western blot. El anticuerpo empleado para 
localizar la NEP reconoció una banda de aproximadamente 100 kDa en el 
extracto proteico de plasma seminal que, sin embargo, no fue visualizada en el 
extracto proteico obtenido a partir de los espermatozoides (Figura 28). El 
anticuerpo contra la NEP2, HPA 007876, reconoció una banda de 
A 
B 
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aproximadamente 90 kDa, el tamaño esperado para el isoformo mayor unido a 
membrana de dicha proteína. Adicionalmente utilizamos un segundo anticuerpo 
recomendado para la localización de la enzima NEP2 mediante Western blot, el 
sc-104450. Dicho anticuerpo también se unió a una banda de unos 90 kDa, 
tanto en plasma seminal como en espermatozoides. En el plasma seminal se 
observó una banda adicional, de alrededor de 130 kDa, que podría corresponder 
a la forma soluble de la NEP2 o a un segundo isoformo de NEP2 asociado a 
membrana. Además, este anticuerpo reconoció una tercera banda de unos 50 
kDa, tanto en el plasma seminal como en los espermatozoides, cuya identidad se 
desconoce hasta el momento. 
Las señales obtenidas con estos tres anticuerpos no aparecen en los 
controles negativos realizados en ausencia del anticuerpo primario, lo que 
confirma su especificidad. 
 
Figura 28: Análisis mediante Western blot de la presencia de la NEP (A) y 
la NEP2 (B) en extractos proteicos de espermatozoides humanos (SPZ) y de 
plasma seminal (SP). Para la NEP2, SP y SPZ1 representan el resultado 
obtenido con el anticuerpo sc-104450 y SPZ2 el obtenido con el anticuerpo 
HPA 007876. M: marcador de peso molecular. n=5. 
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El fosforamidón, un inhibidor selectivo de la NEP y la NEP2, provocó un 
aumento en el porcentaje de espermatozoides móviles progresivos (Figura 29). Al 
igual que ocurre al estudiar los efectos de las TKs, el aumento de movilidad 
progresiva va asociado a una disminución del porcentaje de espermatozoides no 
progresivos en la muestra. Observamos que los efectos del fosforamidón 
dependían tanto de la concentración como del tiempo de exposición de los 
espermatozoides al compuesto. El aumento de la movilidad progresiva se observó 
a los 60, 120 y 240 minutos de incubación con el fosforamidón a las 
concentraciones de 100 nM y 1 µM (Figura 29A). En todos los casos se realizaron 
controles pareados con el fin de asegurar que el solvente del fosforamidón no 
afectaba la movilidad progresiva de las muestras ensayadas. Además, la amplitud 
de la respuesta al fosforamidón fue inversamente proporcional al porcentaje 
inicial de móviles progresivos en la muestra ensayada. Así, en alícuotas donde la 
movilidad progresiva basal era de 45-60%, el porcentaje de espermatozoides de 
este tipo alcanzó un valor de 64,8 ± 3,8% tras el tratamiento con fosforamidón 1 
µM durante 60 minutos (Figura 29B). En las alícuotas control de las mismas 
muestras, que fueron tratadas en paralelo con el solvente de dicho compuesto, 
los niveles de movilidad progresiva fueron de 51,0 ± 3,2% (P<0,05). 
Los resultados obtenidos fueron similares tanto cuando la movilidad de 
las muestras se midió manualmente como cuando se hizo mediante el sistema 
computerizado CASA. Adicionalmente, el empleo del CASA, permitió observar que 
el incremento de la movilidad progresiva producida por el fosforamidón se debía 
principalmente al aumento de los espermatozoides de movilidad progresiva 
rápida tipo a (Figura 29C). 
Con el fin de analizar si la respuesta al fosforamidón estaba mediada por 
la activación de los receptores taquicinérgicos, realizamos experimentos en 
presencia de antagonistas selectivos de cada uno de los tres receptores 
taquicinérgicos. Observamos que el efecto del fosforamidón sobre la movilidad 
progresiva se reducía cuando la muestra de espermatozoides se preincubaba 
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durante 45 minutos con el antagonista selectivo del receptor NK1 SR140333 (10 
nM) o con el antagonista selectivo del receptor NK2 SR48968 (10 nM). Sin 
embargo, no se apreció reducción en presencia del antagonista selectivo del 
receptor NK3 SR142801 (10 nM) (Figura 30). Cuando se preincubaron las 
muestras durante 45 minutos con un cocktail de los tres antagonistas (cada uno 
de ellos a una concentración final de 10 nM), se volvió a observar una reducción 
pero no una desaparición completa del efecto sobre la movilidad progresiva del 
fosforamidón (Figura 30). En experiencias control realizadas en paralelo, 
comprobamos que los solventes de los antagonistas no tenían ningún efecto 
sobre la respuesta del fosforamidón. 
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Figura 29: Efectos del fosforamidón sobre la movilidad espermática humana 
tras diversos tiempos de incubación. (A) Efecto del fosforamidón (1 nM – 1 
µM) o su solvente sobre la movilidad progresiva de los espermatozoides 
humanos (n=6-14). (B) Efecto del fosforamidón (1 µM) sobre el porcentaje 
de espermatozoides con movilidad progresiva, con movilidad no progresiva o 
inmóviles (n=12). (C) Efecto del fosforamidón (1 µM) sobre el porcentaje 
de espermatozoides con movilidad progresiva de grado a y de grado b (n=9). 
Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, diferencia 
significativa respecto a las respuestas en los controles pareados con el 
solvente del fosforamidón. 
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Figura 30: Efectos del fosforamidón sobre la movilidad espermática humana 
en ausencia o presencia del antagonista selectivo del receptor NK1 
SR140333 (10 nM), del antagonista selectivo del receptor NK2 SR489608 (10 
nM), del antagonista selectivo del receptor NK3 SR142801 (10 nM), de una 
combinación de los tres (cocktail) o de los solventes de dichos 
antagonistas. Las medidas de movilidad se realizaron a los 60 minutos de 
la adición del fosforamidón. Los valores representados son medias ± SEM 
(n=6-8). *P<0,05, diferencia significativa respecto a las respuestas en 
los controles pareados en presencia de los correspondientes solventes. 
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3. EXPRESIÓN Y LOCALIZACIÓN DE LA 
KISSPEPTINA Y SU RECEPTOR EN TESTÍCULO Y 
ESPERMATOZOIDES HUMANOS. IMPLICACIÓN 
EN LA MOVILIDAD ESPERMÁTICA HUMANA 
 
 
Para el estudio de la localización del receptor de la kisspeptina se 
realizaron experimentos de inmunocitoquímica con el anticuerpo específico 
contra KISS1R. La inmunoreactividad positiva se localizó principalmente en el 
segmento ecuatorial, en la región acrosomal de la cabeza y alrededor del cuello 
en aproximadamente el 95% de los espermatozoides analizados en cada una de 
preparaciones ensayadas (n=6). Además, entre un 30 y un 40% de los 
espermatozoides mostraron un marcaje algo menos intenso en la pieza media del 
flagelo, un hecho que también se apreció en cada una de las muestras 
analizadas (Figura 31). La inmunolocalización de KISS1R fue bastante 
homogénea en las preparaciones de espermatozoides procedentes de distintos 
donantes. 
El análisis de los extractos proteicos de espermatozoides mediante 
Western blot con el mismo anticuerpo específico que se utilizó en 
inmunocitoquímica confirmó la presencia del receptor específico de la 
kisspeptina (KISS1R) en estas células (Figura 32). El anticuerpo anti-KISS1R 
humano reconoció una banda de aproximadamente 43 kDa, el peso molecular 
esperado. Además, también se unió a otras bandas de tamaño similar, que 
podrían ser producto de pequeñas modificaciones postranscripcionales de la 
proteína. Las mismas bandas se observaron en el extracto proteico de placenta 
humana, utilizado como control positivo. Por otro lado, cuando se omitió el 
anticuerpo primario, no aparecieron bandas en ninguno de los ensayos llevados a 
cabo (datos no mostrados). 
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Figura 31: Localización por inmunofluorescencia del receptor de la 
kisspeptina KISS1R en espermatozoides humanos capacitados. (A) Imagen de 
contraste interdiferencial. (B) Imagen de inmunofluorescencia donde se 
pone de manifiesto la localización específica de KISS1R. El núcleo de los 
espermatozoides está teñido con DAPI. Barra de escala = 20 µm, n=6.  
 
Figura 32: Análisis mediante Western blot de la presencia de la KISS1R en 
extractos proteicos de espermatozoides humanos (SPZ) y de placenta (PLC). 
M: marcador de peso molecular. n=5. 
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Empleando técnicas de inmunofluorescencia, observamos 
inmunoreactividad positiva para la kisspeptina en el 100% de los 
espermatozoides analizados y en todas las muestras donde se llevaron a cabo los 
ensayos (Figura 33). El marcaje fue especialmente intenso en el segmento 
ecuatorial de la cabeza del espermatozoide, aunque también aparecía señal en la 
región postacrosomal. En muchos espermatozoides, también se observó la 
presencia de la kisspeptina en la zona del cuello y en cuatro de las seis 
preparaciones se apreció inmunoreactividad en la pieza media del flagelo. Las 
experiencias se realizaron con dos anticuerpos específicos contra la kisspeptina, 
de dos casas comerciales distintas, y los resultados obtenidos fueron similares en 
ambos casos. 
 
Figura 33: Localización por inmunofluorescencia de la kisspeptina en 
espermatozoides humanos capacitados. (A) Imagen de contraste 
interdiferencial. (B) Imagen de inmunofluorescencia donde se pone de 
manifiesto la localización específica para la kisspeptina. Barra de escala 
= 20 µm, n=6. 
Del mismo modo, realizamos experimentos de doble inmunofluorescencia 
para estudiar la coexpresión de la kisspeptina y su receptor específico KISS1R en 
las células espermáticas humanas. Pudimos observar que la colocalización de 
ambas proteínas se producía principalmente en la región del segmento ecuatorial 
(Figura 34). 
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Figura 34: Colocalización por inmunofluorescencia de la kisspeptina y de 
KISS1R en espermatozoides humanos capacitados. (A) Imagen de contraste 
interdiferencial. (B) Imagen de inmunofluorescencia donde se pone de 
manifiesto la localización específica de la kisspeptina (señal verde). (C) 
Imagen donde se pone de manifiesto la localización específica de KISS1R 
(señal roja). (D) Unión de las dos imágenes anteriores donde se representa 
en amarillo las zonas donde colocalizan ambas proteínas. Barra de escala = 
20 µm, n=6. 
En paralelo, realizamos otros experimentos de inmunocitoquímica de 
doble marcaje con los anticuerpos anti-kisspeptina y anti-NKB. Encontramos que 
tanto la kisspeptina como la NKB mostraron la misma localización descrita 
anteriormente (Figuras 25 y 33) y confirmamos la colocalización casi total de 
ambos péptidos en los espermatozoides humanos, principalmente en el 
segmento ecuatorial (Figura 35). 
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Figura 35: Colocalización por inmunofluorescencia de la kisspeptina y la 
NKB en espermatozoides humanos capacitados. (A) Imagen de contraste 
interdiferencial. (B) Imagen de inmunofluorescencia donde se pone de 
manifiesto la localización específica de la NKB (señal roja). (C) Imagen 
donde se pone de manifiesto la localización específica de la kisspeptina 
(señal verde). (D) Unión de las dos imágenes anteriores donde se 
representa en amarillo las zonas donde colocalizan ambos péptidos. Barra 
de escala = 20 µm, n=6. 
Por último, estudiamos la localización de la kisspeptina en cortes de 
testículo humano mediante técnicas de inmunohistoquímica. En este caso, la 
kisspeptina aparece en las células de Leydig que rodean los túbulos y en las 
células periféricas del interior de los túbulos, observándose una difusión de la 
inmunoreactividad hacia el interior de la luz de los mismos (Figura 36). 
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Figura 36: Localización de (A) la kisspeptina en cortes de testículo 
humano. Las imágenes (B) son controles negativos donde solo se aprecia la 
tinción hemaoxilina-eosina. La inmunoreactividad positiva para la 
kisspeptina se observa en el interior de los túbulos seminíferos del 
testículo humano y, fundamentalmente, en las células que los rodean. Barra 
de escala = 100 µm, n=3.  
 
 
La kisspeptina a las concentraciones de 10 y 100 nM no mostró ningún 
efecto sobre la movilidad espermática. Sin embargo, a 1 µM, la kisspeptina 
produjo un aumento del porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva 
rápida tipo a, acompañado de un descenso proporcional del porcentaje de 
espermatozoides con movilidad progresiva lenta tipo b, sin llegar a producir un 
cambio en el porcentaje total de espermatozoides con movilidad progresiva 
(Figura 37A). A concentraciones más altas (10 µM), la kisspeptina produjo una 
rápida estimulación de la movilidad progresiva aumentando tanto la movilidad 
tipo a como la movilidad tipo b, provocando de esta manera un aumento neto del 
porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva. Este hecho se observó 
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a los 2 y a los 15 minutos tras la adición del péptido. Sin embargo, a los 30 
minutos se observó un claro descenso en la movilidad progresiva total de las 
muestras. Finalmente, a tiempos más largos de exposición a la kisspeptina 10 
µM (60-120 minutos), se produjo una nueva fase de estimulación de la movilidad 
progresiva (Figura 37B). Todos estos efectos fueron abolidos en presencia del 
antagonista específico del receptor KISS1R p234 (0,3 µM) (Figura 37C). Estas 
medidas se realizaron mediante el sistema de análisis computerizado de la 
movilidad espermática CASA. 
Las respuestas descritas para la kisspeptina no se observaron en todas 
las muestras ensayadas. Así, los efectos de la kisspeptina 1 µM aparecieron en 
cuatro de los cinco experimentos y los efectos de la kisspeptina 10 µM se 
observaron en cinco de las siete muestras analizadas en ausencia del 
antagonista p234 y en ocho de las catorce muestras donde se realizaron las 
experiencias en presencia del citado antagonista. 
En relación a los parámetros cinéticos que definen los cambios en la 
movilidad progresiva inducidos por la kisspeptina (10 µM) en los 
espermatozoides, pudimos observar que se producía un aumento en todos los 
índices de velocidad (VCL, VSL y VAP) a los tiempos 2 y 15 minutos, seguido de un 
descenso a los 30 minutos en  VSL y VAP y no en VCL. Finalmente, se produjo un 
incremento de estos parámetros a los 60 minutos (Figura 38). Respecto a los 
índices de trayectoria de los espermatozoides, la kissppetina produjo un 
descenso de LIN y STR a los 2 y 15 minutos, aunque el efecto fue 
estadísticamente significativo únicamente para LIN. Ambos índices 
experimentaron una progresiva recuperación a medida que aumentaba el tiempo 
de exposición a la kisspeptina hasta llegar a valores por encima de los del 
solvente, observándose un aumento estadísticamente significativo en el 
parámetro LIN a los 120 minutos. En el caso del parámetro WOB, se observó un 
aumento del mismo a todos los tiempos analizados, y las diferencias respecto al 
solvente fueron estadísticamente significativas a los 2, 30 y 120 minutos (Figura 
39). Por último, tanto la amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza de los 
espermatozoides (ALH) como la frecuencia de batido flagelar (BCF) 
experimentaron un claro aumento tras la adición de la kisspeptina. Este hecho 
solo fue estadísticamente significativo a los tiempos 2 y 15 minutos para ALH y a 
todos los tiempos, excepto a los 120 minutos, para BCF (Figura 40). 
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Figura 37: Efectos de la kisspeptina sobre la movilidad espermática humana 
a diferentes tiempos de incubación. (A) Efecto de la kisspeptina (1 µM) 
sobre la movilidad progresiva rápida (tipo a), la movilidad progresiva 
lenta (tipo b) y la movilidad progresiva total (a + b) (n=4). (B) Efecto 
de la kisspeptina (10 µM) sobre la movilidad progresiva rápida (tipo a) y 
la movilidad progresiva lenta (tipo b) (n=5). (C) Efectos de la 
kisspeptina (10 µM) sobre la movilidad progresiva total (a + b) en 
presencia del antagonista selectivo de KISS1R p234 (0,3 µM) o su solvente 
(n=8). Los resultados fueron normalizados mediante la fórmula 
(tratamiento-control) para cada uno de los tiempos estudiados. Los valores 
representados son medias ± SEM. *P<0,05, diferencia significativa respecto 
al tiempo=0, test de Kruskal-Wallis. aP<0,05, diferencia significativa 
respecto a las respuestas de la kisspeptina a los tiempos 2, 15 y 60, test 
de Kruskal-Wallis. bP<0,05, diferencia significativa respecto a la 
respuesta de la kisspeptina en presencia del solvente de p234, test U de 
Mann-Whitney. 
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Figura 38: Efecto de la kisspeptina (10 µM) sobre los parámetros de 
velocidad de la movilidad espermática tras diversos tiempos de incubación. 
(A) Efecto de la kisspeptina sobre la velocidad curvilínea VCL (n=9) (B) 
Efecto de la kisspeptina sobre la velocidad rectilínea VSL (n=9) (C) 
Efecto de la kisspeptina sobre la velocidad promedio VAP (n=9). Los 
resultados fueron normalizados mediante la fórmula (tratamiento-
control)/control*100. Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, 
diferencia significativa respecto al control tratado con solvente al 
tiempo correspondiente. 
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Figura 39: Efecto de la kisspeptina (10 µM) sobre los índices de 
trayectoria de la movilidad espermática tras diversos tiempos de 
incubación. (A) Efecto de la kisspeptina sobre el índice de linealidad LIN 
(n=9) (B) Efecto de la kisspeptina sobre el índice de rectitud STR (n=9) 
(C) Efecto de la kisspeptina sobre el índice de oscilación WOB (n=9). Los 
resultados fueron normalizados mediante la fórmula (tratamiento-
control)/control*100. Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, 
diferencia significativa respecto al control tratado con solvente al 
tiempo correspondiente. 
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Figura 40: Efecto de la kisspeptina (10 µM) sobre los parámetros (A) 
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza, ALH (n=9) y (B) 
frecuencia de batido flagelar, BCF (n=9) tras diversos tiempos de 
incubación. Los resultados fueron normalizados mediante la fórmula 
(tratamiento-control)/control*100. Los valores representados son medias ± 
SEM. *P<0,05, diferencia significativa respecto al control tratado con 
solvente al tiempo correspondiente. 
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4. EFECTOS DE LA SUSTANCIA P Y LA KISSPEPTINA 
SOBRE LA CAPACITACIÓN ESPERMÁTICA 
 
 
Investigamos los posibles efectos que pudieran tener tanto las TKs como 
la kisspeptina sobre la movilización de Na+ intracelular en los espermatozoides 
humanos. Para ello marcamos determinadas alícuotas de espermatozoides con la 
sonda fluorescente SBFI específica de Na+ y añadimos SP (1 µM), kisspeptina (10 
µM) o el correspondiente solvente. Estas experiencias se realizaron con la SP por 
ser la TK que produjo un mayor incremento de movilidad progresiva en los 
experimentos de movilidad.  
La SP (1 µM, Figura 41A) y la kisspeptina (10 µM, Figura 41B), a las 
concentraciones ensayadas, no produjeron ningún cambio en la concentración 
intracelular de Na+ en espermatozoides resuspendidos en mHTF. Como control 
positivo, en cada alícuota ensayada se añadió, tras el péptido en estudio, EGTA 4 
mM, el cual provocó un rápido aumento en la [Na+]i alcanzándose una meseta 
que se mantuvo durante el tiempo de contacto del EGTA con los espermatozoides 
(Figura 41). 
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Figura 41: Efecto de la SP (1 µM) y de la kisspeptina (10 µM) sobre los 
niveles de Na+ intracelular en los espermatozoides humanos. (A) Efecto de 
la SP (1 µM) sobre la [Na+]i (n=6) (B) Efecto de la kisspeptina (10 µM) 
sobre la [Na+]i (n=4). El eje X muestra el tiempo expresado en segundos y 
el eje Y la [Na+]i expresada como la ratio F340/F385. 
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En estos experimentos analizamos los efectos de la SP y la kisspeptina en 
espermatozoides marcados con la sonda específica de Ca2+ Fura-2. En el caso de 
la SP (1 µM) no observamos ningún cambio en los niveles de Ca2+ libre, [Ca2+]i, en 
el citoplasma celular (Figura 42A).  
Sin embargo, la kisspeptina si indujo una movilización de Ca2+ y un 
aumento de [Ca2+]i a las concentraciones de 1 µM, 10 µM y 20 µM. Todas estas 
concentraciones provocaron un incremento progresivo y suavemente sostenido 
hasta alcanzar una meseta entre los 3 y 6 minutos tras la adición de la 
kisspeptina (Figura 42B). Esta respuesta se observó en tres de las ocho 
suspensiones de espermatozoides a las que se le añadió kisspeptina 1 µM, en 
cinco de las nueve a las que se le añadió kisspeptina 10 µM y en ocho de las 
nueve a las que se le añadió 20 µM. La concentración basal de Ca2+ en ausencia 
de kisspeptina fue de 104 ± 2 nM (n=16). En la fase de meseta, la [Ca2+]i pasó a 
ser de 108 ± 3 nM (n=3, P>0,05), 114 ± 4 nM (n=5, P<0,01) y 124 ± 8 nM (n=8, 
P<0,01) en presencia de kisspeptina 1 µM, 10 µM y 20 µM respectivamente. 
Al final de la experiencia tanto en los experimentos con SP como con 
kisspeptina utilizamos como control positivo la progesterona (1 µM) añadida a la 
suspensión de espermatozoides tras la adición de los péptidos o sus solventes. 
En todas las alícuotas estudiadas, la progesterona produjo la típica respuesta 
bifásica ampliamente documentada en espermatozoides y consistente en un pico 
transitorio de aumento de [Ca2+]i seguido de un descenso que desemboca en una 
fase de meseta sostenida durante el tiempo de estimulación de los 
espermatozoides con la progesterona. Aparentemente, la respuesta del [Ca2+]i a 
la progesterona fue idéntica cuando se añadió tras la SP o la kisspeptina o sus 
correspondientes solventes. 
Con el fin de analizar con mayor profundidad los efectos de la SP sobre 
[Ca2+]i, estudiamos los efectos de esta TK sobre la movilización del Ca2+ en célula 
aislada marcada con Oregon Green (Figura 43). Volvimos a comprobar que no se 
producían modificaciones en la [Ca2+]i tras la exposición de los espermatozoides 
a SP (1 µM). Por el contrario, sí se observaron cambios en la intensidad de la 
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señal emitida por los espermatozoides expuestos a progesterona (1 µM) debido a 
la entrada de Ca2+ al interior del citoplasma espermático (Figura 43). 
 
Figura 42: Efecto de la SP (1 µM) y de la kisspeptina (10 µM) sobre los 
niveles de Ca2+ libre intracelular, [Ca2+]i, en espermatozoides humanos 
analizados por espectrofluorimetría tras el marcaje con la sonda 
específica de Ca2+ Fura-2. (A) Efecto de la SP (1 µM) sobre la [Ca2+]i (n=8) 
(B) Efecto de la kisspeptina (10 µM) sobre la [Ca2+]i (n=6). La figura 
muestra también la respuesta inducida por la progesterona (P4, 1 µM), 
añadida como control positivo al final de cada experiencia. El eje X 
muestra el tiempo expresado en segundos y el eje Y la [Ca2+]i expresada 
como la ratio F340/F380. 
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Figura 43: Efecto de la SP (1 µM) y de la progesterona (1 µM) sobre los 
niveles de Ca2+ libre intracelular, [Ca2+]i, en los espermatozoides humanos 
aislados utilizando la sonda Oregon Green. Imágenes consecutivas de falso 
color obtenidas en el microscopio de fluorescencia tras la adición de SP o 
de progesterona. 
 
 
La capacitación espermática está íntimamente relacionada con el 
aumento progresivo de residuos de tirosina fosforilados, localizados 
fundamentalmente en la pieza principal del flagelo. Gracias a este hecho y 
mediante el empleo de un anticuerpo primario específico, marcado con FITC y 
capaz de reconocer la fosforilación del aminoácido  tirosina, PY, pudimos 
cuantificar si la exposición de los espermatozoides a SP (1 µM o 100 nM) o a 
kisspeptina (10 µM) aumentaba dichos niveles bajo condiciones capacitantes 
(37ºC, 5% CO2 en presencia de HCO3- y albúmina en el  medio). Los resultados 
fueron analizados mediante citometría de flujo. En primer lugar demostramos que 
la técnica era efectiva para el análisis de la fosforilación de residuos de tirosina y, 
por tanto, para el estudio de la capacitación espermática. Para ello, incubamos 
los espermatozoides en condiciones capacitantes durante diferentes tiempos y 
analizamos los niveles de PY mediante citometría de flujo. La Figura 44 muestra 
el incremento de los residuos de tirosina fosforilados en los espermatozoides con 
el tiempo de capacitación, alcanzándose valores significativos a partir de los 60 
minutos de incubación.  
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Figura 44: Efecto del tiempo de incubación de espermatozoides en 
condiciones capacitantes (37ºC, 5% CO2, en presencia de HCO3- y albúmina) 
sobre los niveles de fosforilación de residuos de tirosina, PY (n=24). Los 
resultados se determinaron mediante citometría de flujo y se normalizaron 
mediante la fórmula: valor a tiempo X – valor a tiempo 0. Los datos 
representados son medias ± SEM. *P<0,05, diferencia significativa respecto 
al tiempo=0. 
La SP, tanto a 100 nM como a 1 µM provocó una aceleración de la 
capacitación, observándose un aumento de los niveles de PY inducidos mediante 
la incubación de los espermatozoides en condiciones capacitantes en 
comparación con las alícuotas tratadas con el solvente a los mismos tiempos 
(Figura 45A y 45B). La menor de las dos concentraciones ensayadas produjo 
cambios a los 15 y a los 180 minutos, mientras que la mayor de las 
concentraciones empleadas provocó cambios significativos a todos los tiempos 
en los que se llevó a cabo el marcaje. Del mismo modo, cuando los 
espermatozoides fueron preincubados durante 15 minutos con el cocktail de 
antagonistas selectivos de los tres receptores taquicinérgicos (SR140333 100 
nM, SR48968 100 nM, SB222200 1 µM) antes de ser sometidos a condiciones 
capacitantes y expuestos a SP 1 µM, los niveles de capacitación de las muestras 
fueron menores en todos los tiempos, siendo los valores estadísticamente 
significativos a los 15 y a los 60 minutos, poniéndose nuevamente de manifiesto 
que la acción de la SP en los espermatozoides está mediada a través de sus 
receptores específicos (Figura 45C). 
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Figura 45: Efecto de la SP (1 µM – 100 nM) sobre los niveles de 
fosforilación de residuos de tirosina, PY, a diversos tiempos de 
incubación de los espermatozoides en condiciones capacitantes (37ºC, 5% 
CO2, en presencia de HCO3- y albúmina). Los resultados fueron obtenidos 
mediante citometría de flujo. (A) Efecto de la SP (1 µM) (n=14) (B) Efecto 
de la SP (100 nM) (n=14). (C) Efecto de la SP (1 µM) en presencia de un 
cocktail de antagonistas selectivos de los receptores taquicinérgicos 
(SR140333 100 nM, SR48968 100 nM, SB222200 1 µM) o su solvente (n=12).  
Los resultados fueron normalizados mediante la fórmula (tratamiento-
control)/control*100. Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, 
diferencia significativa respecto al tiempo=0. aP<0,05, diferencia 
significativa respecto al control tratado con solvente durante el tiempo 
correspondiente. 
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Cuando analizamos el posible efecto de la kisspeptina (10 µM) sobre los 
niveles de fosforilación de tirosinas, los resultados obtenidos fueron 
completamente distintos (Figura 46). Así, la kisspeptina no indujo variación en los 
niveles de PY a ninguno de los tiempos estudiados (15, 60, 120 y 180 minutos).  
 
Figura 46: Efecto de la kisspeptina (10 µM) sobre los niveles de 
fosforilación de residuos de tirosina, PY, a diversos tiempos de 
incubación de los espermatozoides en condiciones capacitantes (37ºC, 5% 
CO2, en presencia de HCO3- y albúmina) (n=12). Los resultados fueron 
obtenidos mediante citometría de flujo. Los resultados fueron normalizados 
mediante la fórmula (tratamiento-control)/control*100. Los valores 
representados son medias ± SEM. 
Una vez demostrado el aumento de los niveles de PY que provoca la SP, 
procedimos a analizar este hecho mediante Western blot. Al igual que en el 
estudio previo de citometría de flujo, el análisis por densitometría de las señales 
obtenidas por Western blot con el anticuerpo específico de PY bajo condiciones 
capacitantes puso de manifiesto un aumento temporal de las mismas (Figura 47).  
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Figura 47: Efecto de la incubación de los espermatozoides en condiciones 
capacitantes (37ºC, 5% CO2, en presencia de HCO3- y albúmina) sobre los 
niveles de fosforilación de proteínas en los residuos de tirosina, PY, a 
diversos tiempos (n=8). Los resultados fueron obtenidos mediante Western 
blot. (A) Western blot representativo obtenido en una muestra espermática 
incubada a diferentes tiempos. En la parte inferior, se muestra la señal 
obtenida a cada tiempo para la proteína  actina, utilizada como control 
interno. (B) Datos de la ratio PY/Actina para cada tiempo ensayado. Los 
resultados fueron normalizados respecto a la densitometría de la actina. 
Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, diferencia 
significativa respecto al tiempo=0. 
Sin embargo, los resultados obtenidos cuando los espermatozoides 
fueron incubados con SP 1 µM no permitieron identificar si esta TK induce la 
fosforilación de alguna proteína específica o del total de proteínas que sufren 
fosforilaciones en residuos de tirosina, incluso cuando las experiencias se 
realizaron en presencia de fosforamidón 1 µM para potenciar su posible efecto 
mediante la inhibición de la NEP (Figura 48).  
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Figura 48: Efectos de la incubación de los espermatozoides con SP (1 µM) 
en presencia de fosforamidón (F) (1 µM) y en condiciones capacitantes 
(37ºC, 5% CO2, en presencia de HCO3- y albúmina) sobre los niveles de 
fosforilación de proteínas en los residuos de tirosina, PY, a diversos 
tiempos (n=8). (A) Western blot representativo obtenido en una muestra 
espermática incubada con SP (1 µM) en presencia de fosforamidon (1 µM) o 
el correspondiente solvente (S) a diferentes tiempos. En la parte 
inferior, se muestra la señal obtenida a cada tiempo para la proteína  
actina, utilizada como control interno. Calle 1: F+SP 0’;  calle 2: S+S 
0’; calle 3: F+SP 2’; calle 4: S+S 2’; calle 5: F+SP 15’; calle 6: S+S 
15’; calle 7: F+SP 60’; calle 8: S+S 60’; calle 9: F+SP 120’; calle 10: 
S+S 120’; calle 11: F+SP 180’; calle 12: S+S 180’; calle 13: F+SP 240’; 
calle 14: S+S 240’; calle 15: F+SP 360’; calle 16: S+S 360’; M: Marcador 
de pesos moleculares. (B) Datos del incremento de la ratio PY/Actina entre 
tratamiento y solvente para cada tiempo ensayado. Los resultados fueron 
normalizados respecto a la densitometría de la actina y calculados 
mediante la fórmula: (densitometría PY en tratamiento/densitometría 
actina) - (densitometría PY en solvente/densitometría actina). Los valores 
representados son medias ± SEM. 
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La capacitación espermática también se caracteriza por la activación de 
las quinasas de serina y treonina PKA y PKC. Mediante Western blot y con 
anticuerpos primarios específicos contra los residuos de serina y treonina 
fosforilados, decidimos estudiar si la SP (1 µM) en presencia de fosforamidon (1 
µM) era capaz de aumentar los niveles de fosforilación en serina y treonina de 
determinadas proteínas específicas tras activación de la PKA o la PKC en 
espermatozoides incubados en condiciones capacitantes (37ºC, 5% CO2 en 
presencia de HCO3- y albúmina en el medio). En primer lugar pusimos de 
manifiesto que, en nuestras condiciones experimentales, se producía un aumento 
en la fosforilación de residuos de serina y treonina en proteínas de las rutas de la 
PKA (Figura 49) y la PKC (Figura 50) que era dependiente de tiempo de 
incubación en condiciones capacitantes.  
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Figura 49: Efecto de la incubación de los espermatozoides en condiciones 
capacitantes (37ºC, 5% CO2, en presencia de HCO3- y albúmina) sobre los 
niveles de fosforilación de proteínas en los residuos de serina y 
treonina, PSer y PThr, tras activación de la vía de la PKA a diversos 
tiempos (n=8). Los resultados fueron obtenidos mediante Western blot. (A) 
Western blot representativo obtenido en una muestra espermática incubada a 
diferentes tiempos. En la parte inferior, se muestra la señal obtenida a 
cada tiempo para la proteína actina, utilizada como control interno. (B) 
Datos de la ratio (P-Ser/P-Thr)/Actina para cada tiempo ensayado. Los 
resultados fueron normalizados respecto a la densitometría de la actina. 
Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, diferencia 
significativa respecto al tiempo=0. 
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Figura 50: Efecto de la incubación de los espermatozoides en condiciones 
capacitantes (37ºC, 5% CO2, en presencia de HCO3- y albúmina) sobre los 
niveles de fosforilación de proteínas en los residuos de serina y 
treonina, PSer y PThr, tras activación de la vía de la PKC a diversos 
tiempos (n=8). Los resultados fueron obtenidos mediante Western blot. (A) 
Western blot representativo obtenido en una muestra espermática incubada a 
diferentes tiempos. En la parte inferior, se muestra la señal obtenida a 
cada tiempo para la proteína actina, utilizada como control interno. (B) 
Datos de la ratio (P-Ser/P-Thr)/Actina para cada tiempo ensayado. Los 
resultados fueron normalizados respecto a la densitometría de la actina. 
Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, diferencia 
significativa respecto al tiempo=0. 
En nuestros experimentos, fuimos incapaces de determinar si la SP 
alteraba los niveles de fosforilación de las proteínas específicas de las vías de la 
PKA o la PKC a ninguno de los tiempos estudiados (Figura 51 para vías activadas 
por PKA y Figura 52 para vías activadas por PKC).  
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Figura 51: Efectos de la incubación de los espermatozoides con SP (1 µM) 
en presencia de fosforamidon (F) (1 µM) y en condiciones capacitantes 
(37ºC, 5% CO2, en presencia de HCO3- y albúmina) sobre los niveles de 
fosforilación de proteínas en los residuos de serina y treonina, PSer y 
PThr, tras activación de la vía de la PKA a diversos tiempos (n=8). (A) 
Western blot representativo obtenido en una muestra espermática incubada 
con SP (1 µM) en presencia de fosforamidon (1 µM) o el correspondiente 
solvente (S) a diferentes tiempos. En la parte inferior, se muestra la 
señal obtenida a cada tiempo para la proteína actina, utilizada como 
control interno. Calle 1: F+SP 0’;  calle 2: S+S 0’; calle 3: F+SP 2’; 
calle 4: S+S 2’; calle 5: F+SP 15’; calle 6: S+S 15’; calle 7: F+SP 60’; 
calle 8: S+S 60’; calle 9: F+SP 120’; calle 10: S+S 120’; calle 11: F+SP 
180’; calle 12: S+S 180’; calle 13: F+SP 240’; calle 14: S+S 240’; calle 
15: F+SP 360’; calle 16: S+S 360’. (B) Datos del incremento de la ratio 
(P-Ser/P-Thr)/Actina entre tratamiento y solvente para cada tiempo 
ensayado. Los resultados fueron normalizados respecto a la densitometría 
de la actina y calculados a cada tiempo mediante la fórmula: 
(densitometría PSer/PThr en tratamiento/densitometría actina) - 
(densitometría PSer/PThr en solvente/densitometría actina). Los valores 
representados son medias ± SEM. 
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Figura 52: Efectos de la incubación de los espermatozoides con SP (1 µM) 
en presencia de fosforamidon (F) (1 µM) en condiciones capacitantes (37ºC, 
5% CO2, en presencia de HCO3- y albúmina) sobre los niveles de 
fosforilación de proteínas en los residuos de serina y treonina, PSer y 
PThr, tras activación de la vía de la PKC a diversos tiempos (n=8). (A) 
Western blot representativo obtenido en una muestra espermática incubada 
con SP (1 µM) en presencia de fosforamidon (1 µM) o el correspondiente 
solvente (S) a diferentes tiempos. En la parte inferior, se muestra la 
señal obtenida a cada tiempo para la proteína  actina, utilizada como 
control interno. Calle 1: F+SP 0’;  calle 2: S+S 0’; calle 3: F+SP 2’; 
calle 4: S+S 2’; calle 5: F+SP 15’; calle 6: S+S 15’; calle 7: F+SP 60’; 
calle 8: S+S 60’; calle 9: F+SP 120’; calle 10: S+S 120’; calle 11: F+SP 
180’; calle 12: S+S 180’; calle 13: F+SP 240’; calle 14: S+S 240’; calle 
15: F+SP 360’; calle 16: S+S 360’. (B) Datos del incremento del ratio (P-
Ser/P-Thr)/Actina entre tratamiento y solvente para cada tiempo ensayado. 
Los resultados fueron normalizados respecto a la densitometría de la 
actina y calculados a cada tiempo mediante la fórmula: (densitometría 
PSer/PThr en tratamiento/densitometría actina) - (densitometría PSer/PThr 
en solvente/densitometría actina). Los valores representados son medias ± 
SEM. 
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5. PAPEL DE LOS RECEPTORES TAQUICINÉRGICOS 
EN LA QUIMIOTAXIS INDUCIDA EN LOS 
ESPERMATOZOIDES HUMANOS POR EL FLUIDO 
FOLICULAR 
 
Utilizando la cámara descrita en el apartado de Metodología, 
comprobamos que el FF ejerce un efecto quimioatrayente sobre los 
espermatozoides. Observamos que el efecto quimioatrayente era menor en 
presencia de un cocktail de antagonistas de los tres receptores taquicinérgicos, 
sobre todo en los primeros tiempos en los que se realizó el análisis (10, 20 y 30 
minutos aunque también fue estadísticamente significativo a los 50 minutos) 
(Figura 53). 
 
Figura 53: Efecto de los antagonistas de los receptores taquicinérgicos 
(SR140333 100 nM, SR48968 100 nM, SB222200 1 µM, 45 minutos) sobre el 
efecto quimioatrayente del líquido folicular en espermatozoides tras 
diferentes tiempos de exposición al mismo  (n=7). El número de 
espermatozoides encontrados en cada brazo en cada tiempo se obtuvo de la 
media de los espermatozoides hallados en cada alícuota que se extrajo. 
Para cada tiempo y tratamiento, los resultados fueron normalizados 
mediante la fórmula para cada tiempo y tratamiento: (número de 
espermatozoides en líquido folicular/número de espermatozoides en medio de 
cultivo)*100. Los valores han sido representados como medias ± SEM. 
*P<0,05, diferencia significativa entre ambos tratamientos para cada 
tiempo. 
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6. EFECTOS DE LA SUSTACIA P Y LA KISSPEPTINA 
SOBRE LA HIPERACTIVACIÓN DE LOS 
ESPERMATOZOIDES HUMANOS 
 
En estas experiencias, analizamos si el aumento de movilidad progresiva 
que producían tanto la SP como la kisspeptina iba asociada a un aumento de la 
movilidad hiperactiva de los espermatozoides. Ayudándonos del sistema CASA 
definimos que un espermatozoide mostraba movilidad hiperactiva cuando 
presentaba una VCL > 150 µm/s, una LIN < 50% y una ALH > 7 µm. En el caso de 
la SP (1 µM) no se observó ningún efecto sobre la hiperactivación de los 
espermatozoides a ninguno de los tiempos ensayados (n=15, Figura 54A). Sin 
embargo, en el caso de la kisspeptina (10 µM) sí se observó un aumento de la 
movilidad hiperactiva en 9 de los 14 experimentos realizados. De esas 9 
muestras, 5 presentaron hiperactivación a los 2 minutos, las 9 a los 15 minutos, 
7 permanecían hiperactivas a los 30 minutos y 4 mantenían una hiperactivación 
residual a los 60 minutos. Ninguna muestra mantuvo el aumento de movilidad 
hiperactiva a los 120 minutos del comienzo de la exposición al péptido. Del 
mismo modo, observamos que el antagonista del receptor del KISS1R p234 (0,3 
µM) inhibía parte de esta hiperactivación a todos los tiempos ensayados aunque 
el efecto solo fue estadísticamente significativo a los 30 minutos (Figura 54B). 
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Figura 54: Efecto de la SP (1 µM) y la kisspeptina (10 µM) sobre la 
movilidad hiperactiva de los espermatozoides. (A) Efecto de la SP (1 µM) 
sobre la hiperactivación de los espermatozoides (n=15). (B) Efecto de la 
kisspeptina (10 µM) sobre la hiperactivación de los espermatozoides en 
espermatozoides preincubados durante 15 minutos con el antagonista 
selectivo de KISS1R p234 (0,3 µM) o su solvente (n=14). Los resultados 
fueron normalizados mediante la fórmula (tratamiento-control)/control*100. 
Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, diferencia 
significativa respecto al solvente para cada tiempo. aP<0,05, diferencia 
significativa entre la alícuota tratada con p234 y la que fue expuesta 
solo a su solvente. 
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7. EFECTOS DE LA SUSTANCIA P Y LA KISSPEPTINA 
SOBRE LA REACCIÓN ACROSÓMICA EN 
ESPERMATOZOIDES HUMANOS 
Para estudiar si la SP (1 µM) o la kisspeptina (10 µM) eran capaces de 
inducir la reacción acrosómica en espermatozoides capacitados tras 6 horas en 
el incubador a 37ºC y 5% CO2 utilizamos la tinción de FITC-PSA. Los resultados 
demostraron que ni la SP ni la kisspeptina inducían la reacción acrosómica en los 
espermatozoides capacitados ya que ninguno de los péptidos aumentó los 
niveles de reacción acrosómica respecto al valor inicial, mientras que el ionóforo 
A23187, empleado para conocer el máximo de reacción acrosómica en cada 
muestra, si produjo una diferencia significativa respecto al estatus acrosómico 
inicial (Figura 55). 
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Figura 55: Efecto de la SP (1 µM), la kisspeptina (10 µM) y el ionóforo 
A23187 (10 µM) sobre la reacción acrosómica en espermatozoides humanos 
tras su capacitación durante 6 horas. (A) Efecto de la incubación con SP 
(1 µM) durante 60 minutos sobre la reacción acrosómica espermática (n=10). 
(B) Efecto de la incubación con kisspeptina (10 µM) durante 60 minutos 
sobre la reacción acrosómica espermática (n=8). Las medidas se realizaron 
solo en espermatozoides vivos utilizando la tinción FITC-PSA. Los 
resultados fueron normalizados mediante la fórmula (tratamiento-solvente). 
Los valores representados son medias ± SEM. *P<0,05, diferencia 
significativa respecto al tiempo=0. 
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8. LOCALIZACIÓN DE LA SUSTANCIA P Y LA 
HEMOCININA-1 EN LOS ESPERMATOZOIDES 
QUE HAN SUFRIDO LA REACCIÓN ACROSÓMICA 
 
En primer lugar, pusimos de manifiesto que la tinción de la localización de 
las balsas lipídicas era distinta en los espermatozoides que presentaban el 
acrosoma intacto de aquellos que habían hecho la reacción acrosómica. Este 
hecho lo pusimos de manifiesto realizando la tinción de estas balsas con CTB 
unida a Alexa Fluor-594 conjuntamente con la tinción de los acrosomas con FITC-
PSA. Los espermatozoides con señal positiva para FITC-PSA (los acrosomo-
intactos) no mostraban señal para las balsas lipídicas en la región acrosomal, 
mientras que los espermatozoides con señal negativa para FITC-PSA (los 
acrosomo-reaccionados) presentaban una clara señal para las balsas lipídicas en 
la región acrosomal y/o en el segmento ecuatorial (Figura 56A). La técnica clásica 
de tinción de acrosomas del FITC-PSA y el nuevo método de tinción de los lipid 
rafts por CTB daban resultados similares, en términos de espermatozoides 
acrosomo-reaccionados, cuando la reacción acrosómica fue estudiada tanto en 
las alícuotas tratadas con A23187 (56,1 ± 5,2% y 55,8 ± 4,3%, respectivamente) 
o con su solvente (10,9 ± 2,5% y 12,4 ±1,3%, respectivamente) (Figura 56B). 
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Figura 56: Estudio de la distribución de las balsas lipídicas en 
espermatozoides humanos previa y posteriormente a la reacción acrosómica 
espermática. (A) Análisis de la fluorescencia doble de FITC-PSA (señal 
verde), balsas lipídicas (señal roja) y la imagen conjunta que muestra la 
correspondencia entre ambas técnicas. Barra de escala = 50 µm. (B) 
Comparación de los espermatozoides acrosomo-intactos y acrosomo-
reaccionados por la técnica de FITC-PSA o la tinción de las balsas 
lipídicas en alícuotas tratadas con A23187 o su correspondiente solvente 
(n=16). *P<0,05, diferencia significativa respecto a la alícuota tratada 
con solvente. 
En otro grupo de experiencias, con el fin de analizar la posible asociación 
de la SP y la HK-1 con las balsas lipídicas, procedimos a realizar tinciones con 
CTB seguidas de análisis de inmunofluorescencia indirecta para el estudio de 
estas TKs que presentaban localización en la región acrosomal. Nuestros 
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resultados pusieron de manifiesto una estrecha correlación entre los 
espermatozoides que habían sufrido la reacción acrosómica, catalogados así por 
la presencia de balsas lipídicas de alta intensidad en su región acrosomal, y los 
que no mostraban señal para SP o HK-1 en dicha región. Del mismo modo, los 
espermatozoides que tenían el acrosoma intacto porque no mostraban señal 
positiva para las balsas lipídicas en su cabeza, eran los que tenían en su amplia 
mayoría señal positiva para ambas TKs. Este hecho era igualmente relevante 
para los espermatozoides tratados con ionóforo A23187 y para los que fueron 
expuestos a su solvente (Figura 57). 
 
Figura 57: Micrografías de la distribución de las balsas lipídicas y las 
TKs SP y HK-1 durante la reacción acrosómica espermática inducida con 
ionóforo A23187. En cada apartado para cada TK y cada tratamiento se 
muestras cuatro micrografías: contraste de fases, balsas lipídicas (señal 
roja), TK en estudio (señal verde) y doble fluorescencia de balsas 
lipídicas y TK en estudio que muestra que no existe colocalización de 
ambas señales. Todas las micrografías están tomadas a 40X. Barra de escala 
= 100 µm.  
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1. LOS RECEPTORES NK1, NK2 Y NK3 Y LAS 
TAQUICININAS ESTÁN PRESENTES EN EL 
ESPERMATOZOIDE Y EL TESTÍCULO HUMANO 
Este estudio demuestra por primera la vez la presencia de los tres 
receptores taquicinérgicos y de las cuatro TKs conocidas en los espermatozoides 
humanos. Aunque determinadas TKs ya habían sido identificadas en 
espermatozoides humanos, en concreto la SP (Sastry et al., 1991), nuestros 
resultados demuestran que tanto esta TK, como la NKA, la NKB y la HK-1 están 
presentes a nivel de ARNm y de proteína en los espermatozoides. Los transcritos 
de TAC1, TAC3 y TAC4 también se han localizado en testículo humano, aunque 
los isoformos detectados para TAC1 son diferentes, ya que en espermatozoides 
se observan los isoformos δ y γ y en testículo los isoformos β, δ y γ. El isoformo α 
y el isoformo β, este último uno de los más comunes en los tejidos humanos, no 
se expresan en los espermatozoides, donde sí lo hace el isoformo δ, de escasa 
presencia generalizada en los tejidos humanos. En cuanto a TAC4, no hemos 
detectado ninguna de las variantes de splicing descritas ni en testículo ni en 
espermatozoides. La incapacidad del espermatozoide de llevar a cabo la 
transcripción sugiere que estos ARNm se han sintetizado durante la 
espermatogénesis y por alguna razón se han mantenido en el espermatozoide, 
pasando a formar parte de la fracción específica de ARNm cuya presencia se ha 
descrito en los espermatozoides (Miller y Ostermeier, 2006). En la actualidad, la 
función precisa de los ARNm espermáticos sigue siendo desconocida pero se ha 
sugerido que juega un papel importante en el desarrollo embrionario temprano 
(Boerke et al., 2007; García-Herrero et al., 2010). En este sentido, estudios 
recientes han demostrado la existencia de diferencias considerables entre los 
transcriptomas de los espermatozoides de hombres fértiles e infértiles (García-
Herrero et al., 2010), lo que pone de manifiesto la importancia de estos ARNm 
espermáticos. A nivel proteico, cada una de las TKs presenta una 
inmunolocalización específica y diferente. La SP se localiza mayoritariamente en 
la región acrosomal y la HK-1 en el flagelo, fundamentalmente en la pieza media. 
Adicionalmente, la SP y la HK-1 comparten localización en la región acrosomal de 
la cabeza espermática. De hecho, la señal para ambas desaparece cuando el 
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espermatozoide ha sufrido la reacción acrosómica. De todos modos, no podemos 
asegurar que ambos péptidos se encuentren en el interior del acrosoma, ya que 
podrían estar asociados a la membrana plasmática o a la MAE. Por otro lado, la 
NKA se localiza principalmente en la zona de unión entre flagelo y cabeza 
mientras que la NKB se encuentra casi exclusivamente en el segmento ecuatorial 
de la cabeza, lugar de relevancia en el reconocimiento entre espermatozoide y 
ovocito. Del mismo modo, se ha descrito por primera vez la presencia de la SP y la 
HK-1 en los túbulos seminíferos humanos. A medida que avanza la 
espermatogénesis a través de la pared del túbulo seminífero parece que la SP va 
perdiendo importancia a favor de la HK-1, ya que las intensidades de la señal de 
ambas presentan gradientes inversos a través del túbulo. Los hallazgos para la 
SP concuerdan con los obtenidos en otras especies (Kulkarni et al., 1992). 
Por otro lado, los ARNm de los receptores taquicinérgicos no se 
detectaron en los espermatozoides humanos. Sin embargo, las proteínas sí se 
visualizaron mediante inmunofluorescencia y mediante Western blot. La 
localización para cada uno de los receptores fue específica y diferencial, siendo 
más parecida entre NK1 y NK2, mientras que el receptor NK3 se encuentra 
fundamentalmente en la región postacrosomal y en el segmento ecuatorial, una 
localización similar a la descrita para la NKB, su agonista preferido. Los pesos 
moleculares determinados por Western blot fueron los esperados aunque cabe 
destacar que aparece una banda secundaria para NK2 de 105 KDa, cuya 
presencia puede deberse a modificaciones postraduccionales como 
glicosilaciones. 
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2. LAS TAQUICININAS PROVOCAN UN AUMENTO 
DE LA MOVILIDAD ESPERMÁTICA Y DE LA 
FOSFORILACIÓN DE LOS RESIDUOS DE TIROSINA 
ASOCIADA A LA CAPACITACIÓN.  
 
Todas las TKs añadidas de forma exógena a los espermatozoides 
provocaron un aumento de la movilidad progresiva en las muestras ensayadas y 
un descenso de la movilidad no progresiva sin alterar el porcentaje de 
espermatozoides inmóviles. Este fenómeno fue dependiente de la concentración 
de la TK empleada y de la proporción inicial de espermatozoides con movilidad no 
progresiva de la muestra. Aunque estudios anteriores ya habían demostrado que 
la SP influía en la movilidad espermática (Sastry et al., 1991), en nuestro caso 
solo hemos detectado un efecto estimulatorio de la misma, tanto a bajas como a 
altas concentraciones. La diferencia en los resultados puede deberse a la forma 
de añadir las diferentes concentraciones de SP, ya que diluciones superiores al 
10% del volumen final experimental inducen un descenso de la movilidad 
espermática, tal y como observamos en nuestros experimentos preliminares. 
La potencia de acción sobre la movilidad fue distinta según la TK añadida. 
La TK más potente fue la SP, seguida de la NKA y la HK-1, siendo la NKB y el 
agonista específico de NK3, [MePhe7]-NKB, las que menor efecto demostraron 
sobre la movilidad progresiva. Es posible que la presencia de SP en el plasma 
seminal, que es donde se empieza a activar la movilidad de los espermatozoides, 
pueda tener influencia en la adquisición de la movilidad de los espermatozoides 
(Sastry et al., 1991). Los experimentos realizados con los antagonistas selectivos 
para cada uno de los receptores taquicinérgicos pusieron de manifiesto que el 
efecto sobre la movilidad progresiva de las TKs se producía preferentemente a 
través de los receptores NK1 y NK2. En este sentido, estos dos receptores tienen 
una mayor presencia en la pieza principal del flagelo que el receptor NK3. Los 
eventos que se localizan principalmente en esta parte del espermatozoide tienen 
una amplia relación con un aumento en la movilidad progresiva, debido a la 
proximidad con el axonema. 
Por otro lado, tanto en el estudio de Sastry et al. (1991) como en los 
resultados expuestos en esta Tesis, los efectos de las TKs sobre la movilidad 
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fueron mantenidos en el tiempo, hecho que contrasta con la desensibilización de 
los receptores taquicinérgicos, descrita principalmente para NK1 y NK3, al ser 
expuestos a altas dosis de TKs (Schmidlin et al., 2003). Esto puede deberse a 
que los mecanismos de desensibilización del sistema taquicinérgico, presentes 
en otros tipos celulares, están ausentes en los espermatozoides humanos. Otra 
posibilidad es que el receptor NK2, cuyo nivel de desensibilización es mucho 
menor, juegue un papel primordial en la mediación de los efectos de las TKs 
sobre la movilidad de los espermatozoides. 
En cuanto a los parámetros cinéticos, la SP provoca un aumento de las 
velocidades curvilínea, rectilínea y promedio y un aumento en la linealidad de la 
trayectoria que seguían los espermatozoides, principalmente durante la primera 
hora de exposición a la TK. Esto parece indicar que la SP induce un aumento de 
movilidad activada, caracterizada por una trayectoria lineal provocada por un 
movimiento flagelar simétrico. Aunque también se demuestre un aumento 
estadísticamente significativo del movimiento lateral de la cabeza, este 
parámetro aparece a tiempos más largos de exposición a la SP y no se observa a 
los mismos tiempos en los que hay un aumento de la velocidad curvilínea que 
pudiera provocar una leve hiperactivación espermática. De hecho, al analizar 
conjuntamente los espermatozoides que presentan una alta VCL y ALH y una baja 
LIN, parámetros que caracterizan la población de espermatozoides hiperactivos 
dentro de una muestra, no observamos que la SP eleve significativamente este 
tipo de movilidad. 
Uno de los principales responsables del inicio y mantenimiento de la 
movilidad activada en el espermatozoide es el aumento de la [Ca2+]i. De hecho, 
una de las características de la respuesta a las TKs mediada por receptores 
taquicinérgicos en distintos tipos celulares es el aumento de la [Ca2+]i, ya sea por 
liberación del ion de sus reservorios intracelulares o por apertura de canales de 
Ca2+ dependientes de voltaje (Candenas et al., 2007). En el caso de la movilidad 
espermática desencadenada por las TKs, y más concretamente por la SP, el Ca2+ 
no parece ser un segundo mensajero indispensable. No pudimos observar, ni a 
nivel poblacional, por espectrofluorimetría, ni en célula individualizada, por 
microscopía de fluorescencia con dos sondas específicas de Ca2+ libre distintas, 
que la SP pudiera aumentar la concentración  intracelular de este ion. Del mismo 
modo, tampoco se produce una movilización del ion Na+ a través de la membrana 
plasmática que pudiese provocar cambios en el potencial de membrana 
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plasmática del espermatozoide que, a su vez, acabara induciendo una entrada 
secundaria de Ca2+ o de algún otro ion. En este sentido, otro proceso biológico 
característico de los espermatozoides y dependiente del aumento de la [Ca2+]i y 
de los cambios de potencial de membrana plasmática es la reacción acrosómica. 
Como era de esperar, nuestros resultados también demuestran que la SP es 
incapaz de provocar ningún efecto sobre este proceso, probablemente debido a 
la incapacidad de esta TK para movilizar iones a través de la membrana 
espermática. 
Otro segundo mensajero esencial en la regulación de la fisiología 
espermática es el AMPc. La principal vía de acción del AMPc es la activación de la 
PKA, una quinasa de serina y treonina que está relacionada con el aumento de la 
fosforilación a nivel de estos residuos proteicos y, secundariamente, junto a otras 
quinasas de identidad desconocida, con el aumento de fosforilación de tirosina 
característico de la capacitación espermática. En este sentido, la SP no parece 
aumentar los niveles de fosforilación de serinas y treoninas por activación de la 
PKA. Del mismo modo, tampoco parece que se produzcan alteraciones en la 
fosforilación de tirosinas al analizar por Western blot los extractos proteicos de 
los espermatozoides tratados con SP. 
Los resultados anteriores pueden deberse a la falta de sensibilidad de la 
técnica de Western blot que, en nuestras condiciones experimentales, no permita 
la detección de pequeños cambios en los niveles de fosforilación de una 
determinada proteína (ver Figuras 48 y 51). Por este motivo, decidimos analizar 
los niveles de fosforilación de tirosina en los espermatozoides empleando una 
técnica altamente sensible, la citometría de flujo y, en este caso, sí detectamos 
un aumento en las fosforilaciones en estos residuos. Las diferencias en los 
niveles de fosforilación se observan a concentraciones de SP de 100 nM, pero el 
incremento detectado a 1 µM es mucho más elevado y mantenido en el tiempo. 
Nuestros resultados demuestran, además, que el aumento de fosforilación está 
mediado por receptores taquicinérgicos, ya que se inhibe en presencia de un 
cocktail de antagonistas de los tres receptores. Aparte de las diferencias en la 
sensibilidad de la técnica, el análisis de residuos fosforilados en extractos 
proteicos mediante Western blot se realiza en el total de la población 
espermática, mientras que el estudio por citometría se realiza analizando la señal 
fluorescente de los espermatozoides de manera individual, de modo que el 
resultado refleja el porcentaje de espermatozoides que muestran la señal 
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específica en estudio del total de la población. Esta diferencia en el tipo de 
análisis y la menor fiabilidad del análisis de imagen por densitometría pueden ser 
las causantes de la discordancia de resultados entre las dos técnicas.  
Una ruta de señalización activada por los receptores taquicinérgicos 
clásicamente descrita es la que implica la activación de la PKC. Nuestros 
resultados no demuestran que la actividad  de la PKC se vea aumentada por la 
acción de la SP, ya que no vemos una mayor proporción de residuos de serina y 
treonina fosforilados por esta quinasa tras su activación por DAG. En cualquier 
caso, hay que tener en cuenta la falta de sensibilidad del Western blot en este 
tipo de experiencias, por lo que sería necesario utilizar otras técnicas para 
confirmar estos datos. Sería interesante analizar si las TKs podrían activar la PLCζ 
específica de espermatozoide favoreciendo de algún modo la correcta 
fecundación del ovocito. 
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3. LOS RECEPTORES TAQUICINÉRGICOS ESTÁN 
INVOLUCRADOS EN LA RESPUESTA 
QUIMIOTÁCTICA QUE EJERCE EL FLUIDO 
FOLICULAR SOBRE LOS ESPERMATOZOIDES 
HUMANOS. 
 
En último lugar, el bloqueo específico de los tres receptores 
taquicinérgicos hace que la quimioatracción que ejerce un fluido del tracto 
reproductor femenino, como es el FF, se vea comprometida. Este es el primer 
indicio sobre el posible papel paracrino que el tracto reproductor femenino puede 
ejercer a través del sistema taquicinérgico sobre la fisiología espermática. Varios 
estudios han puesto de manifiesto la presencia de SP en el FF de mujeres bajo 
estimulación ovárica controlada con gonadotropinas sometidas a tratamientos de 
reproducción asistida (Jarry et al., 1988; Kerdelhué et al., 1997), aunque no se 
ha definido la presencia de otras TKs en el mismo. Del mismo modo, en nuestros 
experimentos no hemos podido determinar si este efecto sobre la quimiotaxis 
presenta una mayor relación con uno u otro receptor taquicinérgico, puesto que 
no se han realizado experiencias con cada uno de los antagonistas de forma 
individual. Por otro lado, uno de los principales efectos que ejerce el FF sobre los 
espermatozoides humanos es la hiperactivación espermática, (Yao et al., 2000; 
Ho y Suárez, 2001a), algo que no producen las TKs, al menos la SP. La compleja 
composición del FF puede provocar que algunos factores presentes en el mismo 
provoquen movilidad hiperactiva mientras que otros, como puede ser la SP, 
simplemente induzcan un aumento de la movilidad activada progresiva que 
ayude a los espermatozoides a alcanzar el ovocito. La proporción de FF que 
penetra en el oviducto junto con el complejo cúmulo-ovocito no está determinada, 
al igual que tampoco sabemos hasta qué lugar del tracto reproductor femenino 
es transportado, por lo que esta fuente de TKs a la que se pueden exponer los 
espermatozoides en su trayecto hasta el ovocito puede ser insuficiente para 
mantener una movilidad activada en el tiempo. En este sentido, la presencia de 
TKs a lo largo de diversos tejidos y tipos celulares del aparato reproductor 
femenino ha sido descrita en varias especies, incluyendo la humana (Cintado et 
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al., 2001; Patak et al., 2003; Patak et al., 2005; Patak et al., 2008; Pinto et al., 
2009; Cejudo-Román et al., 2012; Cañete et al., 2013; García-Ortega et al., 2014; 
García-Ortega et al., 2016; González-Santana et al., 2016). La presencia de TKs 
como la NKB en células endometriales y epiteliales del oviducto, y de SP, HK-1 y 
NKB en células de cúmulo, podría provocar su secreción a los fluidos uterinos y 
tubales. Por lo tanto, la hipótesis de que el efecto paracrino que puede ejercer el 
sistema reproductor femenino sobre los espermatozoides a través de las TKs, 
promoviendo un aumento de la movilidad activada y lineal a la vez que un 
gradiente quimiotáctico que encamine los espermatozoides al encuentro con el 
ovocito, no puede ser descartada. 
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4. LAS PEPTIDASAS NEP Y NEP2 ESTÁN PRESENTES 
EN EL ESPERMATOZOIDE HUMANO. SU 
INHIBICIÓN PROVOCA UN AUMENTO DE LA 
MOVILIDAD ESPERMÁTICA. 
 
Nuestros resultados confirman la presencia de la NEP a nivel de ARNm y 
proteico en espermatozoides, un hecho que ya había sido descrito anteriormente 
(Fernández et al., 2002; Siems et al., 2003; Subirán et al., 2008). 
Adicionalmente, nuestros datos demuestran por primera vez la presencia de 
NEP2 a ambos niveles en espermatozoides. La localización de esta peptidasa en 
el segmento ecuatorial, lugar importante para el reconocimiento espermatozoide-
ovocito, puede tener relación con el hecho de que los ratones knockout para 
NEP2 sean subfértiles, presentando una baja tasa de fecundación y un desarrollo 
embrionario anormal (Carpentier et al., 2004). Tanto NEP como NEP2 tienen una 
importante presencia en el plasma seminal, donde también se ha descrito la 
presencia de SP (Sastry et al., 1991), por lo que el control de la movilidad 
activada por este sistema puede ser esencial desde el inicio en la adquisición de 
la misma. 
La inhibición de ambas peptidasas con fosforamidón provoca un efecto 
similar al descrito cuando se añaden TKs de forma exógena a los 
espermatozoides. Se produce un aumento de la movilidad progresiva en 
detrimento de la movilidad no progresiva, siendo su efecto más notorio en los 
casos en los que la movilidad inicial no progresiva era mayor. Del mismo modo, la 
acción del fosforamidón se reduce en presencia de antagonistas de los 
receptores taquicinérgicos, observándose que su efecto está mediado 
principalmente por los receptores NK1 y NK2, tal y como se describió cuando las 
TKs eran añadidas de forma exógena. Observamos que la combinación de 
antagonistas selectivos de los tres receptores taquicinérgicos no era capaz de 
bloquear completamente la acción del fosforamidón, lo que sugiere la 
participación de otros mediadores peptídicos en los efectos del fosforamidón. En 
este sentido, tanto la NEP como la NEP2 no son peptidasas exclusivas de TKs, 
sino que también metabolizan otros péptidos con papel importante en la 
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regulación de la función espermática, como la angiotensina-1, la bradiquinina o 
las encefalinas (Subirán et al., 2008; Whyteside y Turner, 2008; Gianzo et al., 
2016). 
Estos datos hacen pensar que las TKs también son capaces de liberarse y 
actuar de forma autocrina sobre los propios espermatozoides, ya que 
simplemente inhibiendo las enzimas encargadas de su degradación observamos 
los mismos efectos que cuando les añadimos TKs. En este sentido, la 
desaparición de la SP y la HK-1 de la región acrosomal que se produce tras la 
reacción acrosómica puede ser una fuente importante de TKs para esta 
regulación autocrina. Los espermatozoides que sufran una reacción acrosómica 
espontánea estarían liberando estas dos TKs al medio donde se encuentran el 
resto de los espermatozoides, creando un microambiente con alta concentración 
de SP y HK-1 que podría ejercer sobre los espermatozoides colindantes una 
función estimulatoria de la movilidad progresiva. Curiosamente, la SP y la HK-1 
son las dos TKs con mayor efecto sobre la movilidad espermática.  
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5. LA KISSPEPTINA Y SU RECEPTOR ESPECÍFICO 
KISS1R ESTÁN PRESENTES EN EL 
ESPERMATOZOIDE Y EL TESTÍCULO HUMANO. 
 
Aunque desde su descubrimiento se supo que tanto la kisspeptina como 
el receptor KISS1R estaban presentes en el testículo (Ohtaki et al., 2001), se han 
realizado muy pocos estudios sobre los efectos periféricos de este sistema 
peptídico. Nuestros resultados han sido capaces de determinar por primera vez 
su presencia y localización en el espermatozoide humano. Tanto el péptido como 
el receptor se localizan principalmente en el segmento ecuatorial de la cabeza, 
lugar que desempeña un papel esencial en la fusión espermatozoide-ovocito. 
Mientras que la inmunoreactividad de KISS1R se extiende hacia la región 
acrosomal, la kisspeptina aparece ocasionalmente en la región postacrosomal. 
Ambas proteínas aparecen también simultáneamente, aunque con menor 
intensidad, en el cuello y la pieza media del flagelo, lugares involucrados en el 
control del Ca2+, de la movilidad y del aporte energético. El análisis del peso 
molecular de KISS1R reveló la especificidad de la señal reconocida por 
inmunofluorescencia. 
A nivel testicular, el análisis de la kisspeptina reveló la presencia de la 
misma en las células intersticiales de Leydig, un hecho que ya se había 
observado previamente en otras especies animales (Anjum et al., 2012; Pinilla et 
al., 2012; Mei et al, 2013), pero que se demuestra por primera vez en humanos. 
A pesar de la reproducibilidad de nuestros resultados, existen controversias en 
relación a la presencia y los posibles efectos de la kispeptina a nivel testicular. 
Así, en ratones donde se ha asociado el promotor de la kisspeptina a β-
galactosidasa, no se ha observado expresión del péptido ni se ha detectado la 
presencia del ARNm en cultivos celulares inmortalizados de células de Leydig, ni 
aparece señal positiva para la kisspeptina en ratones knockout para KISS1R, 
donde la síntesis de kisspeptina no tiene que verse afectada (Mei et al., 2013). 
Por el contrario, otros estudios han demostrado la presencia de kisspeptina y su 
receptor en el testículo y en espermatozoides de ratón (Hsu et al., 2014) 
demostrando su funcionalidad. 
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En nuestros experimentos también detectamos una leve presencia de la 
kisspeptina en los túbulos seminíferos que iba siendo más tenue a medida que 
nos acercábamos a la luz del mismo. En este caso, el estudio de Mei et al. (2013) 
demuestra que la kisspeptina se expresa a nivel ARNm en las espermátidas 
redondas, pero no es capaz de localizarla con anticuerpos específicos. Sin 
embargo, nuestros resultados demuestran la presencia de inmunoreactividad 
para la kisspeptina en los túbulos seminíferos, pero en las cercanías a la base de 
los mismos, el lugar donde se encuentran las espermatogonias o espermatocitos 
primarios. En este sentido, nuestros resultados presentan concordancia con los 
publicados por Anjum et al. (2012).  
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6. LA KISSPEPTINA PRODUCE UN EFECTO BIFÁSICO 
SOBRE LA MOVILIDAD PROGRESIVA E INDUCE 
HIPERACTIVACIÓN EN LOS ESPERMATOZOIDES 
HUMANOS  A TRAVÉS DE LA MOVILIZACIÓN DE 
CALCIO. 
 
La kisspeptina produce un aumento suave y mantenido de la [Ca2+]i en los 
espermatozoides humanos, un efecto similar al descrito en ratón, aunque en este 
caso con dosis más altas (Hsu et al., 2014). Como indicamos anteriormente, los 
niveles de Ca2+ intracelular están involucrados en diversos procesos fisiológicos 
en el espermatozoide, como la movilidad activada, la hiperactivación y la reacción 
acrosómica. La kisspeptina es capaz de producir cambios en dos de estos 
procesos: la movilidad activada y la hiperactivación. Los aumentos en la 
movilidad activada son modestos y se producen en dos fases: una inicial entre los 
2 y los 15 minutos y otra a partir de los 60 minutos mientras que la 
hiperactivación se produce desde el inicio de la exposición al péptido hasta los 30 
minutos. Ambos procesos son inhibidos en presencia del antagonista de KISS1R, 
lo cual pone de manifiesto que la acción de la kisspeptina está mediada por su 
receptor específico. Esta respuesta bifásica de la movilidad activada puede 
deberse a una desensibilización temporal de KISS1R, o a la activación de 
distintos mecanismos de señalización intracelular. La kisspeptina también induce 
una respuesta intermitente en las neuronas liberadoras de GnRH, y el 
antagonista de KISS1R bloquea la liberación de GnRH, pero no totalmente 
(Roseweir et al., 2009), de forma similar a lo que ocurre con la hiperactivación 
espermática, cuya inhibición no es total. Si analizamos los parámetros cinéticos, 
vemos que se producen aumentos en todos los parámetros que miden las 
velocidades de los espermatozoides y en los parámetros que miden la capacidad 
del espermatozoide de mover el flagelo y la cabeza, a la vez que desciende la 
linealidad de las trayectorias espermáticas. Por tanto, la kisspeptina es capaz de 
inducir simultáneamente un batido flagelar simétrico y asimétrico, un hecho que 
concuerda con la hipótesis de que la movilidad del espermatozoide debe alternar 
entre movimientos simétricos y asimétricos, con el fin de permitir la progresión a 
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través del tracto genital femenino y facilitar el encuentro con el ovocito (Chang y 
Suárez, 2010). Por otro lado, aproximadamente el 30% de las muestras 
estudiadas no eran capaces de responder a la kisspeptina, tanto cuando se 
analizaba la movilidad activada como la hiperactivación o la respuesta de Ca2+. 
Este hecho no puede relacionarse con la variabilidad de la localización de KISS1R 
porque más del 95% de los espermatozoides presentan señal positiva en alguna 
de sus localizaciones. Probablemente el nivel de capacitación de la muestra 
pueda tener influencia en esta variabilidad de respuesta entre muestras. En 
cualquier caso, estos porcentajes de respuesta ya se habían observado en otros 
tipos celulares, como las neuronas liberadoras de gonadotropinas (Navarro et al., 
2005; Gutiérrez-Pascual et al., 2007) o las neuronas liberadoras de hormona del 
crecimiento (Gutiérrez-Pascual et al., 2007). Del mismo modo, sería interesante 
conocer si el aumento de [Ca2+]i se produce por entrada de Ca2+ extracelular o 
por liberación de Ca2+ intracelular de alguno de sus reservorios. En este sentido, 
los experimentos realizados en espermatozoides de ratón demuestran que la 
respuesta de Ca2+ en medios con bajo nivel de este ion es similar a la que se 
produce en condiciones normales, por lo que el origen de ese aumento de la 
[Ca2+]i es probablemente intracelular (Hsu et al., 2014). En las neuronas 
liberadoras de GnRH, donde la kisspeptina produce un aumento de la [Ca2+]i por 
liberación del Ca2+ almacenado en los reservorios intracelulares, se observa 
también un movimiento de Na+ a través de la membrana (Liu et al., 2008). En 
nuestros experimentos no hemos visto que se produzca ninguna modificación del 
flujo de Na+ a través de la membrana espermática. Por otro lado, en los 
espermatozoides, el aumento de la [Ca2+]i se produce durante la capacitación y 
va acompañado de un aumento en los niveles de fosforilación de los residuos de 
tirosina de las proteínas. Sin embargo, en el caso de la kisspeptina no hemos 
detectado aumento de la fosforilación mediante citometría de flujo. 
A pesar de la movilización de Ca2+, la kisspeptina es incapaz de provocar 
la reacción acrosómica en espermatozoides capacitados. Este hecho puede 
deberse a que la forma en la que entra el Ca2+ en el espermatozoide por acción 
de la kisspeptina es más lenta y menos abrupta en comparación con el 
movimiento de Ca2+ que producen la progesterona o la proteína ZP3, inductores 
fisiológicos de la reacción acrosómica. Sin embargo, en ratón, la capacidad 
fecundante de los espermatozoides disminuye al ser tratados con el antagonista 
de KISS1R (Hsu et al., 2014). Este hecho podría deberse a una inhibición de la 
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hiperactivación espermática, que es un paso imprescindible y necesario para que 
se produzca la reacción acrosómica. 
Al igual que planteamos anteriormente para las TKs, la kisspeptina puede 
ejercer una acción paracrina y participar en la comunicación entre los 
espermatozoides y las células del tracto reproductor femenino. Tanto en rata 
como en ratón y humano se ha descrito la presencia de la kisspeptina en 
oviducto, endometrio, ovario y células de la granulosa (Castellano et al., 2006b; 
Gaytán et al., 2007; Gaytán et al., 2009; Cejudo-Román et al., 2012; García-
Ortega et al., 2014; Hsu et al., 2014). La kisspeptina se localiza junto a las TKs 
en las células endometriales y epiteliales del oviducto, siendo su presencia 
especialmente intensa en las células del istmo del oviducto de la rata. Los 
espermatozoides permanecen retenidos en las criptas de los epitelios del 
oviducto, que actúan como reservorios, y se liberan de los mismos gracias a la 
hiperactivación cuando la ovulación se produce. Curiosamente y en este sentido, 
se ha descrito que la expresión de la kisspeptina en el tracto reproductor 
femenino de la rata sigue unas pautas hormonales controladas por el ciclo estral, 
siendo su expresión máxima alrededor de la ovulación. Todo ello puede provocar 
que se exprese un mayor nivel de kisspeptina en las células endometriales y del 
oviducto y que pueda ser secretada, provocando que la hiperactivación 
espermática permita la liberación de los espermatozoides de dichos reservorios. 
Del mismo modo, la presencia de kisspeptina tanto en células de la granulosa 
como en las células del cúmulo puede realizar una función paracrina sobre los 
espermatozoides, ayudándolos a atravesar las distintas capas de células que 
rodean al ovocito antes de la fecundación. 
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7. LA NKB Y LA KISSPEPTINA COLOCALIZAN EN LA 
MISMA REGIÓN DEL ESPERMATOZOIDE.  
La kisspeptina y la NKB se expresan conjuntamente en un grupo reducido 
de neuronas del núcleo arqueado del hipotálamo junto con otro péptido, la 
dinorfina. Por este motivo, este grupo de neuronas se denominan neuronas 
KNDy. Los resultados del presente trabajo demuestran, por primera vez, que la 
kisspeptina y la NKB se expresan en el espermatozoide humano y colocalizan en 
el segmento ecuatorial del espermatozoide, zona a la que se restringe la 
presencia de ambos péptidos. La dinorfina también está presente en los 
espermatozoides y, al igual que la kisspeptina y la NKB, se localiza 
mayoritariamente en el segmento ecuatorial (Subirán et al., comunicación 
personal). El espermatozoide representa, por tanto, el primer tipo conocido de 
célula KNDy no neuronal. En el hipotálamo, la NKB, la dinorfina y la kisspeptina 
actúan conjuntamente controlando la liberación pulsátil de la GnRH. En este 
sentido, algunos de los efectos llevados a cabo por la kisspeptina en los 
espermatozoides, modulados en cierto modo por la NKB y la dinorfina, pueden 
deberse a la regulación de la liberación local de la GnRH a nivel espermático. 
Algunos estudios han puesto de manifiesto la presencia de la GnRH y su receptor 
en localizaciones ajenas al hipotálamo, como el oviducto humano, las células de 
la granulosa y los espermatozoides (Izumi et al., 1985; Morales, 1998; Lee et al., 
2000). En concreto, la GnRH es capaz de incrementar la capacidad de los 
espermatozoides de unirse a la zona pelúcida sin inducir la reacción acrosómica 
ni modificar los patrones de movilidad espermática (Morales, 1998). Nuestros 
resultados demuestran que la kisspeptina, sola o junto a la NKB y la dinorfina, es 
capaz de regular funciones espermáticas importantes. De todos modos, la 
importancia del papel local de la kisspeptina, la NKB y la dinorfina en los 
espermatozoides humanos requiere futuras investigaciones. 
Paralelamente, estudios realizados en tumores han demostrado que la 
kisspeptina controla la expresión y/o función de determinadas metaloproteasas 
(Yan et al., 2001). Los resultados de otros grupos de investigación (Fernández et 
al., 2002; Agirregoitia et al., 2006; Subirán et al., 2008; Agirregoitia et al., 2010; 
Subirán et al., 2010; Agirregoitia et al., 2012; Subirán et al., 2011; Subirán et al., 
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2012) y de la presente Tesis indican que las metaloproteasas NEP y NEP2 juegan 
un papel en el control de la función espermática a través de la regulación de los 
niveles endógenos de los péptidos opioides y de las TKs endógenas. Sería 
interesante analizar en mayor profundidad la interacción entre kisspeptina y NKB 
en espermatozoides y determinar si existe alguna interacción entre ambos 
péptidos, la NEP y la NEP2 ya que las cuatro proteínas se sitúan en el segmento 
ecuatorial de la cabeza espermática. 
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8. INNOVACIONES TÉCNICAS: LA REACCIÓN 
ACROSÓMICA PUEDE SER DETECTADA A TRAVÉS 
DE LA UNIÓN DE LA TOXINA COLÉRICA AL 
GANGLIÓSIDO GM1 DE LAS BALSAS LIPÍDICAS. 
 
Se han descrito varias técnicas que permiten diferenciar los 
espermatozoides que han sufrido la reacción acrosómica de los que no, como el 
FITC-PSA, el FITC-PNA o la utilización de anticuerpos anti-CD46. En relación al 
empleo de CTB, estudios previos han señalado que cuando se realiza el marcaje 
de las balsas lipídicas con esta toxina en combinación con la tinción de FITC_PNA, 
no se detectan estas estructuras en espermatozoides acrosomo-reaccionados 
(Nixon et al., 2011). Por el contrario, nuestros resultados demuestran que las 
señales positivas para el gangliósido GM1, detectadas por unión de CTB, 
aparecen en los espermatozoides en los que no se observa la señal positiva para 
FITC-PSA, es decir, en los espermatozoides acrosomo-reaccionados. Esto ocurre 
tanto en el caso de la reacción acrosómica espontánea como en la inducida por 
el ionóforo A23187. Aunque las razones de esta discrepancia no están claras, 
hay que considerar la sensible variación del protocolo que existe entre los 
experimentos de Nixon et al. (2011) y los nuestros, ya que en nuestro caso 
realizamos todas las incubaciones en hielo a 4ºC y no a 37ºC. A bajas 
temperaturas, la fluidez de la membrana se ve comprometida, lo que le otorga 
una mayor estabilidad que impediría que las balsas lipídicas pudieran 
desplazarse, favoreciendo que su marcaje fuera lo más fisiológico posible. En 
este sentido, un estudio de Jones et al. (2010) deja entrever que los 
espermatozoides que sufren una reacción acrosómica espontánea presentan 
balsas lipídicas en la región acrosomal. Del mismo modo, también se ha descrito 
que las fracciones resistentes a detergentes procedentes de las balsas lipídicas 
son capaces de unirse a la zona pelúcida ovocitaria y contienen una amplia gama 
de proteínas relacionadas con la interacción espermatozoide-ovocito (Bou Khalil 
et al., 2006; Nixon et al., 2008; Nixon et al., 2011). Aunque se proponga que 
muchas de estas proteínas llegan a la región acrosomal por migración desde la 
membrana plasmática o desde la MAE y la MAI, no es descartable pensar que la 
propia MAI presente un alto contenido en balsas lipídicas donde se encuentren 
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asociadas estas proteínas. En este sentido, la importancia del segmento 
ecuatorial en el reconocimiento entre gametos está perfectamente establecida y 
los espermatozoides acrosomo-reaccionados presentan una intensa señal para 
CTB en esa región. Para comprobar los resultados obtenidos, sería interesante 
realizar experiencias donde pudiéramos visualizar, simultáneamente y tras la 
inducción de la reacción acrosómica, las balsas lipídicas y la presencia de IZUMO, 
la proteína espermática más importante para llevar a cabo una correcta 
fecundación y con presencia demostrada en espermatozoides acrosomo-
reaccionados (Inoue et al., 2005). 
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9. POSIBLES APLICACIONES CLÍNICAS 
 
Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral pueden ser de utilidad 
en clínica, en relación con el proceso reproductivo. Nuestros datos sugieren que 
el sistema reproductor femenino, a través de las TKs y la kisspeptina, pueden 
establecer una comunicación e interferir sobre la movilidad e hiperactivación de 
los espermatozoides. Por tanto, el estudio de estas interacciones puede ser de 
interés en los tratamientos de reproducción asistida, en el caso de hombres 
subfértiles con indicación de inseminaciones artificiales. La adición de TKs o 
kisspeptina a una muestra de un paciente al que se le indica la inseminación 
artificial y la medida del porcentaje de respuesta a las mismas puede aportarnos 
una idea aproximada del comportamiento que tendrán los espermatozoides una 
vez son depositados en el tracto reproductor femenino. En este sentido, 
especialmente para la kisspeptina, donde el porcentaje de respuesta de las 
muestras ensayadas no es del 100%, sería interesante determinar si varias 
muestras de un mismo paciente obtenidas a distintos tiempos son capaces de 
dar la misma o distintas respuestas a este péptido, para averiguar si el hecho de 
que no exista uniformidad en la respuesta a la kisspeptina pudiera estar 
influenciado por alguna característica individual del paciente o si es 
independiente para cada muestra de semen, sin tener en cuenta si procede del 
mismo varón o no. En el caso de encontrar una correlación entre la infertilidad y 
el grado de respuesta a TKs o a kisspeptina, cuando las muestras de un mismo 
individuo presentan una menor respuesta a TKs o a kisspeptina, podríamos intuir 
que el comportamiento de los espermatozoides en el tracto reproductor femenino 
no va a ser el adecuado para alcanzar el ovocito, lo que permitiría desaconsejar la 
realización de la inseminación artificial. 
Del mismo modo, podría resultar de interés el cribado de los donantes de 
semen según el porcentaje de respuesta a TKs o a kisspeptina que presenten sus 
muestras, ya que este hecho podría permitirnos destinar las muestras de un 
donante hacia tratamientos de inseminación artificial o directamente a ciclos de 
microinyección espermática intracitoplasmática. El desarrollo futuro de estos 
estudios nos permitirá identificar la verdadera utilidad de las TKs y la kisspeptina 
y su contribución en el avance de la medicina reproductiva y los tratamientos de 
reproducción asistida. 
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1. Todas las taquicininas y los receptores taquicinérgicos están presentes 
en el espermatozoide y el testículo humano y presentan localizaciones 
específicas y diferenciales. 
2. Las taquicininas, actuando a través de sus receptores específicos, 
regulan la movilidad espermática e inducen un aumento de la movilidad 
progresiva, uno de los parámetros más importantes y definitorios de la 
fertilidad masculina. 
3. La sustancia P induce la capacitación espermática pero se muestra 
incapaz de producir la hiperactivación o la reacción acrosómica. Sin 
embargo, la SP se libera del espermatozoide durante la reacción 
acrosómica, lo que sugiere que puede participar en los procesos de 
acceso del espermatozoide al ovocito durante la fertilización. 
4. El sistema taquicinérgico parece estar involucrado en la respuesta 
quimiotáctica que ejerce el fluido folicular sobre los espermatozoides 
humanos. 
5. Las dos principales enzimas responsables del metabolismo de las 
taquicininas, las peptidasas NEP y NEP2, están presentes en el 
espermatozoide humano y su inhibición provoca un aumento de la 
movilidad espermática. 
6. La kisspeptina y su receptor específico, KISS1R, están presentes en el 
espermatozoide y el testículo humano. En el espermatozoide, la 
kisspeptina colocaliza con la neurocinina B en el segmento ecuatorial de 
la cabeza. 
7. La kisspeptina produce un efecto bifásico sobre la movilidad progresiva 
en el que se alternan periodos de aumento de la movilidad con otros en 
los que no se observan alteraciones. La kisspeptina induce 
hiperactivación en los espermatozoides humanos pero no provoca la 
reacción acrosómica. 
8. Por último, y como aportación técnica de posible interés en clínica, 
nuestros resultados demuestran que la reacción acrosómica puede ser 
detectada a través de la unión de la toxina colérica al gangliósido GM1 
de las balsas lipídicas. 
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